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sd. 284 (1949) 


Versuche zur quantitativen mikroanalytischen Trennung und Be- 
stimmung von Aminosauren als Azobenzolharnstoff-Abkémmlinge 


I, Priparative Grundlagen und Theoretisches zur Trennung der Farb- 
stoffe durch auswiihlende Verteilung 
Von 
Karl Zeile und Martin Octzel 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. September 1948) 


Eine wesentliche Grundlage fiir die chemische Charakterisierung 
von EiweiBstoffen bildet bis heute die quantitative Erfassung der 
Aminosiurebausteine. Die vielseitigen hierfiir zur Verfiigung stehenden 
Methoden lassen sich nach folgenden Gesichtspunkten zusammenfassen : 

1, Praparative Gewinnung der einzelneh Aminosiiuren 
a) nach vorheriger Trennung in Gruppen durch verschiedene Ver- 

teilung in nicht mischbaren Lésungsmitteln (H.D. Dakin), 

b) durch fraktionierte Destillation der Ester (E. Fischer), 

c) durch Abscheidung als schwerlésliche Verbindungen (z. B. Kom- 
plexsalze) oder als maBig lésliche Komplexsalze unter Beriick- 
sichtigung deren Léslichkeit auf Grund des Massenwirkungs- 
gesetzes (M. Bergmann). 

Zur Ermittlung der bei der Aufarbeitung eintretenden Verluste kann 
ganz allgemein die Mitbestimmung von zugemischten, mit kérper- 
fremden isotropen Atomarten markierten Aminosiuren dienen (D. Rit - 
tenberg, G. L. Forster). 

2. Trennung der Aminosiiuren als solche oder in Form von Derivaten 
nach dem Prinzip der Chromatographie (G. Schramm, H. Miil- 
ler, J. Primosigh; A. Tiselius; F.Turba, M. Richter; Th. 
Wieland; K. Freudenberg; W. Koschara; A.H. Gordon, 
A. J.P. Martin, R. L.M. Synge; R. Condsen u.a.). 

3. Trennung in Gruppen mit verschiedenem elektrochemischem 

Charakter durch Elektrodialyse (H. Svensson u. a.). 

. Optische Bestimmung auf Grund spezifischer Farbreaktionen. 

. Bestimmung von Abbauprodukten der Aminosiiuren (z. B. von 
Aldehyden). 

6. Mikrobiologische Methoden (E. E. Snell u. a.). 

7. Enzymatische Methoden (E. F. Gale). 
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Erginzt werden diese Methoden durch solche, die ganz all- 
gemein Aufschlu8 iiber die Bindungsart des Stickstoffs (Aminostick- 
stoff nach van Slyke, Iminostickstoff, Amidostickstoff) und die Funk- 
tion der Carboxylgruppen (Titration nach S6rensen und _ nach 
Willstatter) geben. 

Ein kritischer Vergleich der Anwendungsmdglichkeiten sowie die 
Tatsache, daB in letzter Zeit immer wieder neue Bestimmungsmethoden 
bekannt wurden, zeigen das Bediirfnis nach einem weiteren Ausbau 
des Gebietes. Insbesondere wiirde eine kolorimetrische bzw. spektro- 
photometrische Methode, die auf einem allgemein verwendbaren Reak- 
tionsprinzip beruht, genau, einfach und mit kleinen EiweiBmengen 
auszufiihren ist, groBes Interesse besitzen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde zunichst die Schaffung der 
priiparativen Grundlage fiir eine solche Methode angestrebt. Dem- 
entsprechend sollten die in einem Gemisch vorliegenden Aminosauren 
zum Zweck einer anschlieBenden systematischen Trennung in Farb- 
stoffe iibergefiihrt werden. Dabei wurde im Hinblick auf die praktischen 
Verhiltnisse zunichst vorausgesetzt, dai farbige Zersetzungsprodukte, 
wie sie unter den Bedingungen der EiweiBhydrolyse entstehen kénnen, 
nach bekannten Methoden entfernbar sind oder nicht stéren. 

Zuerst wurde eine von E. Fischer beschriebene Reaktion von 
Chinon mit Aminosiureestern untersucht. Aus Glykokollester und 
Chinon erhielten E. Fischer und H. Schrader?! den tiefroten Ester 
des Diglycinochinons (I), ebenso ‘mit Alaninester das entsprechende 
Derivat. Dabei sollen die 4 Wasserstoffatome, die bei der Angliede- 
rung des Glykokollesters an das Chinonmolekiil verfiigbar werden, von 
einem geringen ChinoniiberschuB (1/, Mol.), im iibrigen von Luftsauer- 
stoff aufgenommen werden, der die zunichst durch die Anlagerung 
des Esters entstehende Hydroverbindung oxydiert. Spiter wurden von 
S. Kanao und S. Inagawa? die analogen Derivate der Glutamin- 
siiure und Asparaginsdure beschrieben. 


O 
ll 


’  ceimaahataiane I. R=H 


H,(,00C- CH, - NH.! i —( 
5Me 2 \Y Il. R=Cl 
O 
In dem von uns untersuchten Beispiel des Sarkosinmethylesters 
verwendeten wir die stéchiometrisch geforderte Menge von 2 Mol. 
Chinoniiberschu8 zur Bindung des Wasserstoffs. Es bildete sich der 
erwartete Dimethylester des Disarkosinochinons vom Schmp. 202° 
sowie unter teilweiser Verseifung der Monomethylester vom Schmp. 
173°, Die Ausbeute an Farbstoff betrug etwa 50 °/o. 


1 E. Fischer u. H. Schrader, Ber. dtsch. chem. Ges. 48, 525 {1910}. 
2 §. Kanao u. S. Inagawa, Chem. Zbl]. 1938 I], 4226. 
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In Anlehnung an bekannte Umsetzungen von Chloranil mit Aminen® 
erhielten wir weiterhin die Chloranilderivate des Glykokollithyl (II)- 
und Sarkosinmethylesters als tiefrote Stoffe vom Schmp. 202 bzw. 
153° in etwa 50-proz. Ausbeute. 

Der nicht quantitative Umsatz sowie der Umstand, da8 jeweils 
Disubstitutionsprodukte entstehen, deren Substituenten in einem 
Aminosauregemisch zu uniibersichtlichen Kombinationen fiihren miissen, 
veranlaBten uns zum Abbruch der Vorversuche in dieser Richtung, 
zumal praparative Schwierigkeiten bei dem im iibrigen geeignet er- 
scheinenden 5-Chlor-2-methyl-benzochinon*’, das nur Monosubstitu- 
tionsprodukte erwarten 1aBt, wenig Erfolg versprachen. 

Die Angliederung einer farbtragenden Gruppe an Aminosiiuren 
gelang in quantitativem Ausma8 durch Umsetzung ihrer Alkalisalze 
mit dem #-Benzolazo-phenylisocyanat (ITI)>: 


< >-N:N-C +N: CO 
11 


Marckwald hatte Aminosiuren mit Senfélen zu den entsprechenden 
Thiohydantoinsiuren umgesetzt®; spiter beniitzten Paai? und 
E. Fischer® u.a. das Phenylisocyanat, Neuberg® das Naphthyl- 
isocyanat zur Gewinnung der Hydantoinsiure-(— Ureidosiure)-Deri- 
vate. Aus diesen Versuchen ergaben sich Anhaltspunkte fiir eine quan- 
titative Erfassung der Aminosiuren. 

Die Herstellung des ~-Benzolazo-phenyl-isocyanats (Azobenzol- 
cyanats) ist in einem Patent der I. G. Farbenindustrie beschrieben?®. 
Sie gelingt nach diesen Angaben ohne Schwierigkeit aus #-Amino- 
azobenzol-hydrochlorid und Phosgen in Nitrobenzol. Nach Angabe 
des Patentes entsteht zundchst eine dem Harnstoffchlorid entsprechende 
Verbindung, die beim Erhitzen auf 100° Chlorwasserstoff abspaltet. 
In unserer Versuchsanordnung wird die Stufe des Chlorids iibersprungen ; 
das Isocyanat entsteht in etwa 70-proz. Ausbeute als gelbrote, gut 
kristallisierte Substanz vom Schmp. 98°, die, trocken aufbewahrt, sehr 
bestiindig ist. 


3-H. v. Knapp u. G. Schultz, Liebigs Ann. Chem. 210, 187 {1881}. 

4 D. Vorlander u. M. Schréter, Ber. dtsch. chem. Ges. 84, 1651 [1901 |. 

5 Als diese Versuche abgeschlossen waren, erschien eine Arbeit von P. Kar- 
rer, R. Keller u. G. Szényi, Helv. chim. Acta 26, 48 [1943', in welcher mit 
ibnlicher Zielsetzung Azobenzol-carbonsiurechlorid zur Umsetzung mit Amino- 
siitureestern verwendet wird. 

6 W. Marckwald, M. Neumark u. R. Stelzner, Ber. dtsch. chem. Ges. 24, 
3278 [1891]. 

7 C. Paal, Ber. dtsch. chem. Ges. 27, 974 {1894}. 

8 E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 38, 2370 [1900!. 

®* C. Neuberg u. A. Manasse, Ber. dtsch. chem. Ges. 38, 2359 [1905'. 

10 F, P, 729246, I. G. Farbenindustrie, Chem. Zbl. 1932 II, 1701. 

1* 
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Da weitere Angaben iiber das Isocyanat im Schrifttum fehlen, 
wurde es durch Analyse und Derivate charakterisiert. Mit Wasser ent- 
steht das symm. Harnstoffderivat [V1!, Schmp. 274°, 


NH.C,H,+N: N- C,H; 
6O 
\NH.-(C,Hy+N: N+ CH; 
IV. 


mit Alkoholen wurden die Urethane (V a—e) hergestellt. 








R Schmp. 
C,H;:N: N- C,H,- NH: COOR a | CH, 122° 
: b | a, 153° 
V. e | C,H, 146° 
d | CH(CH,), 174° 
e | CH,-CH(CH,, {| 131° 


Fiir die priiparative Darstellung der Farbstoffe hat sich folgende Me- 
thode bewihrt: Zur Lésung des Na-Salzes der Aminosiure gibt man 
die Lésung von 1"/, Mol. (ber. auf .reaktionsfiihige Aminogruppen) des 
Isocyanats in Dioxan. Das Reaktionsgemisch wird bei Zimmertempera- 
tur 3 Stdn. sich selbst iiberlassen, Ausfillungen, die gelegentlich von 
ausgeschiedenem Na-Salz der Ureidosiiuren herriihren kénnen, bleiben 
unberiicksichtigt. Von kleinen Mengen des gebildeten symm. Harnstoff- 
derivats ([V), das aus dem Isocyanatiiberschu8 stammt, laBt sich die 
Ureidosiure leicht in alkalischer Lésung abtrennen. Bei der praparativen 
Aufarbeitung einiger Aminosiiurederivate ergaben sich Besonderheiten, 
auf die im Versuchsteil hingewiesen ist. Die isolierten Ureidosiure- 
derivate sind gut kristallisierte Verbindungen von gelber bis orange- 
gelber Farbe. In Anlehnung an die vereinfachte von E. Fischer be- 
niitzte Benennung wiiren sie als Azobenzol-p-isocyanat-aminosauren 
zu bezeichnen; nach der rationellen Nomenklatur steht u. a. eine Be- 
zeichnung als p-Benzolazo-phenyl-ureido-fettsiiuren oder p-Benzolazo- 
anilino-formyl-aminosiuren zur Wahl. Da bei der zuletzt erwahnten 
Nomenklatur der Name der in Reaktion gebrachten Aminosiiure er- 
scheint, wird sie bei der Beschreibung der Verbindungen im Versuchs- 
teil angewandt. 

Folgende Aminosiiuren wurden in die Ureidosiuren vom Typ VI 
iibergefiihrt : 

R 


l 
-N:N-< \.NH-CO.NH.CH. COOH 
VI 


1G. Burja, Ber. dtsch. chem. Ges. 17, 1404 [1884]. 
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-Glykokoll, ((+-)-Alanin, d,/-Alanin, d,l-Valin, l(—)-Leucin, U(+-)-Iso- 
leucin, Sarkosin, 4@,/-Serin, d,/-Methionin, /(—)-Tyrosin, /(—)-Trypto- 
phan, 1(—)-Histidin, 1(+-)-Glutaminsiure, /(—)-Asparaginsiure. Fiir 
die ebenfalls hergestellten Derivate der Iminosaéuren d,/-Prolin und 
(—)-Oxyprolin sowie des Taurins gelten analoge Formulierungen. 
Bei den Oxy-aminosiuren Serin, Tyrosin und Oxyprolin reagiert nur 
die Amino (bzw. Imino)-Gruppe, die OH-Gruppe wird auch durch einen 
Uberschu8 des Cyanatreagens nicht angegriffen. Die Iminogruppen 
des Histidins und Tryptophans reagieren nicht... Cystin, Ornithin, 
Lysin und Arginin reagieren mit 2 Mol. Isocyanat unter Bildung von 
Disazoderivaten (vgl. das Lysinderivat (VII)): 


Ome" CH,-CH,+ CH, _ COOH 


C,H, -N:N-C,H,»NH-CO- NH HN-CO-NH- C,H,-+N: N+ C,H; 
VI. 

Indes verliuft die Umsetzung bei Ornithin, Lysin und Arginin nicht 

quantitativ in dieser Richtung, sondern es bilden sich in geringem Um- 

fang Farbstoffe von amphoterem Charakter, offenbar die entsprechen- 
Mie. den Mono-ureidoderivate. Sie sind, wie auch der Histidinfarbstoff als 
Zwitterion aufzufassen. Um die stark basische Guanidinogruppe des 
disk Arginins® mdglichst vollig zu entladen und in Reaktion zu bringen, 
wurde, wie im Versuchsteil beschrieben, 1 Mol. NaOH im UberschuB 
von angewandt, auBerdem die 21/,-fache Menge des Isocyanats; trotzdem 
ben entstanden unter den angegebenen Bedingungen etwa 2% des Monoazo- 
off. argininfarbstoffs. Im Fall des Ornithins und Lysins war der Anteil an 
die | Monoazofarbstoff geringer. Veranderungen der Versuchsbedingungen 
bei Umsetzung am Lysin in kleinem Mafstab fiihrten in einigen Fallen, 
ten, — jedoch bis jetzt ohne sichere Reproduzierbarkeit, zu quantitativer 
Bildung des Dis-azofarbstoffs (vgl. Tab.1). Dieses Verhalten 1aBt 


won voraussehen, daB die genannten Farbstoffe in einem analytischen Ver- 

be. fahren als Summe zweier Fraktionen bestimmt werden miissen. Die 
iren | Starke Basizitit der Guanidinogruppe im Arginin, die offenbar einem 
Be- | Volligen Umsatz mit dem Isocyanat entgegensteht, li8t die Konstitution 
azo- | des Monoazoargininfarbstoffs als «-Derivat mit freier Guanidinogruppe 
nten | 2s gesichert erscheinen. Die Konstitution der Monoazoderivate der 
ye beiden anderen Diaminosiuren ist vorliufig noch nicht mit Sicherheit 
che anzugeben. 


In einer gesonderten Versuchsreihe wurde die-Ausbeute an Azo- 
VI ureidosiuren beim Umsatz von Benzolazo-isocyanat mit den Amino- 
siuren photometrisch bestimmt. In der Regel wurden hierfiir 10- Mol. 
der Komponenten unter den Bedingungen der priparativen Versuche 
verwendet. Die gebildeten Farbsiiuren wurden als Alkalisalze vom 
iitherléslichen Harnstoffderivat abgetrennt und in alkalischer Lésung 
mit Standardlésungen verglichen, die aus analysierten Praparaten auf 





12 Vgl. dazu G. Devoto, diese Z, 222, 227 | 1933), 
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dem Umweg iiber eine atherische Lésung bereitet und auf 100% der 
erwarteten Farbstoffmenge eingestellt waren. Die Messung erfolgte im 
photoelektrischen Kolorimeter nach Lange unter Verwendung eines 
Spannungsstabilisators. Die Umsetzungen erwiesen sich innerhalb der 
Fehlergrenze des Instruments als quantitativ (vgl. Tab. 1). 


Tab.1. Ausbeuten an p-Benzolazo-anilino-formy]-aminosiuren 

















| % | x 
MGISROORO, 66s ps st 100,0 | d,l-Methionin. ....... 100,0 
AERA sg oe. 5 so eta 99,4] l(—)-Asparaginsiure .... 99,8 
dj-Bippin . . . 546 e's 100,0 | (+ (-Glutaminséure. .... 99,9 
l(—)-Phenylalanin ..... 100,0| W—)-Histidin ....... 100,0 
EE eee 99,8 | U—)-Tryptophan...... 99,6 
TRG CTS ee ame Ree aoe eee DOO 1 GASWOM 2 6 e hl ce 4.15.3. 99,6 
—)-Leucin ........ 100,0 | UW—)-Oxyprolin. ...... 99,1 
l(—)-Isoleucin ....... 100,0| W—)-Cystin ........ 100,0 
\(—)-Tyrosin. ....... 100;,0{ U—)-Lysin. .....6.. 99,9 


Moneyrat™ hat aus Phenyl-ureidosiuren durch Wasserabspal- 
tung mittels 25-proz. Salzsiiure Phenylhydantoine gewonnen. Am Bei- 
spiel der Azo-ureidosiure des Glykokolls wurde die Wasserabspaltung 
mittels Essigsiureanhydrids versucht; die Analyse des Reaktions- 
produktes zeigt auBer dem Ringschlu8 noch den Eintritt einer Acety]- 
gruppe an, so da8 ihm die Konstitution (VIII) zuzuschreiben ist. 


>+N:iN-¢ >+N——CO i Tia ee ee 
on OH dhe ee 
\n/* \w/\e 
| sd 
“td VIIa 
VIII CH, 
\ LM Fae ee 0 
| |; /CH,g+ COOH 
OCG , 
ON 
Ix H 
S-N:N-¢ Spee 6°65 
| { 
OC cH 
\n/ \cH, 
| | 
x OC———CH, 


Acetylfreie Hydantoine (VIIIa) wurden an Stelle der erwarteten 
Methylester bei der Einwirkung von iiberschiissigem Diazomethan auf 
die Azo-ureidosauren in Methanol-Atherlésung erhalten, und zwar sind 
sie unter diesen Bedingungen nach den vorliegenden Beobachtungen 
das einzige Reaktionsprodukt. Sie wurden aus den Derivaten von 
Glykokoll, d,J-Alanin, /(—-)-Leucin, /(—)-Tyrosin, (—)-Asparaginsiure 


13 A. Moneyrat, Ber, dtsch, chem, Ges. 38, 2393 [1900], 
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und /(+-)-Glutaminsiure hergestellt. Beim Tyrosinderivat wird gleich- 
zeitig die phenolische OH-Gruppe methyliert, beim Asparaginsiiure- 
und Glutaminsiurederivat die zweite Carboxylgruppe verestert. 

Im Gegensatz hierzu erhalt man die Methylester bei der kurzdauernden Ein- 
wirkung von Diazomethan in stark verdiinnter Atherlésung: unter diesen Be- 
dingungen wird auch die phenolische OH-Gruppe des Tyrosins nicht angegriffen. 

Der Athylester des Glykokoll-azofarbstoffs wurde sowohl aus 
Benzolazo-isocyanat und Glykokollithylester als auch durch Ver- 
esterung der Ureidosiiure in Alkohol mit konz. Schwefelsiure hergestellt. 


Bei der Hydantoinbildung mit Essigsiureanhydrid verhalten sich 
die Azo-ureidosiuren der Asparaginsiure und Glutaminsiure insofern 
verschieden, als bei der letzteren auBer dem Ringschlu8B zum Hydantoin 
noch eine Lactambildung unter SchlieBung des Pyrrolidonringes ein- 
tritt, so da& die Saurefunktion verloren geht. Die beiden Anhydri- 
sierungsprodukte sind also durch die Formeln (IX) und (X) wieder- 
zugeben. Allerdings hat sich diese RingschluBreaktion unter den an- 
gegebenen Bedingungen bislang noch nicht zu einer quantitativen Tren- 
nung beider Stoffe verwenden lassen, ‘da’ auch aus dem Asparagin- 
siurederivat in kleiner Menge eine alkaliunlésliche Substanz entsteht. 

Die bisher beschriebenen priparativen Versuche schienen eine 
geeignete Grundlage zur Erreichung des weiteren Zieles, der analy- 
tischen Auftrennung der Aminosiurefarbstoffe zu bieten. Die nahe- 
liegende und zunichst in orientierenden Versuchen ausprobierte Me- 
thode der chromatographischen Trennung hatte keine einwandfreien 
Ergebnisse gezeitigt, so daB dieser Weg vorlaufig nicht weiter verfolgt 
wurde. Als ein erfolgreiches Trennungsprinzip erwies sich die Verteilung 
der Farbstoffe zwischen organischen Lésungsmitteln und wisserigen 
Lésungen mit verschiedenen Konzentrationen an Wasserstoffionen und 
Salzen bzw. Kationen. MaBgebend hierfiir waren Uberlegungen wie sie 
friiher beim Studium der Verteilung von Porphyrinen™ entwickelt 
worden waren und Beobachtungen iiber die verschiedene Léslichkeit 
der Farbstoffe und ihrer Salze. 

Im allgemeinen sind die Azofarbstoffe der Aminosiiuren in den 
gebrauchlichen sauerstoffhaltigen organischen Lésungsmitteln, nam- 
lich Saéuren, Ketonen, Alkoholen, Estern, Athern, in abnehmender 
Reihenfolge léslich. Pyridin lést verhaltnismiBig leicht, Chloroform 
schwer, und zwar merklich nur die hydrophoben Monoureidosauren, 
noch schwerer Benzol, aliphatische Kohlenwasserstoffe lésen praktisch 
nicht. In Wasser sind die Farbstoffe, abgesehen von den leicht léslichen 
amphoter reagierenden Farbstoffen des Histidins und des einfach sub- 
stituierten Arginins, Lysins und Ornithins in der unten angefiihrten 
Reihenfolge (vgl. Tab. 2) maiBig bis sehr schwer léslich. Mit Ausnahme 
der Disazoverbindung des Arginins, sind die Alkalisalze der Farbsiuren 
leicht wasserléslich, Schwermetallsalze sind im allgemeinen schwer léslich. 


14K, Zeile u. B. Rau, diese Z, 250, 197 [1937]. 
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Der Arginindisazofarbstoff zeigt insofern eine Besonderheit als 
er sich zwar in HCl-haltigem, jedoch nicht in reinem Ather lést; aus 
der HCl-haltigen Atherlésung ‘mi Alkali- und Ammonsalze mit den 
entsprechenden verdiinnten Basen als iibersittigte wisserige Lésungen 
ausgezogen werden, aus denen sie sich beim Stehenlassen bis auf sehr 
geringe lésliche Mengen ausscheiden. 

Einen Uberblick iiber den Einflu8 der Konstitution des Amino- 
siureanteils in den Farbsiéuren auf das Verhiltnis ihrer hydrophilen 
und hydrophoben Eigenschaften vermittelt in einfacher Weise ein 
Reihenversuch, in welchem die Farbstoffe z. B. zwischen Ather und 
verdiinnter Pufferlésung von geeignetem py verteilt werden. Dabei 
wird zur Vereinfachung angenommen, da die Dissoziationskonstanten 
der Farbsiuren (mit einer Carboxylgruppe) nicht sehr verschieden 
sind. Die pq-Bereiche sind so gewihlt, daB jeweils in beiden Phasen 
merkliche Farbstoffmengen verteilt sind. In Tab. 2 sind die Farbstoffe 
nach abnehmendem Verhiiltnis der Farbstoffkonzertration Puffer- 
lésung: Ather geordnet; am Beginn steht demnach der am stiirksten 
hydrophile Farbstoff. Nicht aufgenommen sind die amphoteren Farb- 
stoffe der Hexonbasen, die unter den Versuchsbedingungen die athe- 
rische Phase‘iiberhaupt nicht aufsuchen sowie das unlésliche Arginin- 
diureid; die Farbstoffe der Dicarbonsiuren sind mit den anderen nicht 
streng vergleichbar, da die Dissoziationskonstante der stirkeren Siure- 
gruppe vermutlich deutlich gréBer als die der iibrigen’ Farbstoffe ist, 
d. h. die Bevorzugung der wiisserigen Phase z. Tl. auf vermehrte Salz- 
bildung zuriickzufiihren ist. 

Wie zu erwarten, nimmt im allgemeinen mit steigender Anzahl 
der C-Atome in den Monocarbonsiuren der hydrophobe Chrakter zu; 
die Anwesenheit weiterer polarer Gruppen, wie der Carboxyl- und Oxy- 
gruppe, verschiebt nach der hydrophilen Seite. Auffallend in Anbetracht 
der C-Atomzahl ist der stark hydrophile Charakter des Prolins und 
Oxyprolins. 

Tab. 2. Die p-Benzolazo-anilinoformyl-aminosiuren, geordnet nach ihrer Ver- 
teilung zwischen Ather und '/,;-m. Phosphatlésung 














pu 5,2 pu 7,2 pu 8,0 
Asparaginsaure Cystin Ornithin 
Oxyprolin Alanin Lysin 
Glutaminsiure Tyrosin 

Serin Methionin 

Prolin Valin 

Glykokoll Leucin 

Cystin | Phenylalanin, Tryptophan 


Trotz des verhiltnismaiBig groBen Molekiilanteils, den der Benzol- 
azo-anilino-formylrest in den Farbstoffen bildet, sind die Unterschiede 
im Verteilungsverhalten — auch bei streng homologen Farbstoffen, 
wie z. B. Valin-Leucin — deutlick ausgeprigt. Sie wiirden indes allein 
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fiir eine praktische Trennung nicht ausreichen, wenn sie sich nieht durch 
Variierung des organischen Loésungsmittels und durch Zusiitze ver- 
schiedener Salze noch wesentlich verstiirken lieBen. 
Dabei gilt fiir die Verteilung einer Farbsiiure im einfachsten Fall: 
1. Das Verteilungsgleichgewicht der undissoziierten Siiure zwischen 
organischem Lésungsmittel und wiisseriger Phase, bestimmt durch 
den Verteilungskoeffizienten V: 
CSo 7 
CSw 
Cso und Cyy bedeuten die Konzentrationen der Farbsiiure im orga- 
nischen Lésungsmittel bzw. in der wiisserigen Phase. 
2. Das Gleichgewicht der undissoziierten Farbsiiure mit ihren Anionen, 
bestimmt durch die Dissoziationskonstante k: 
f-cs-w- f’* cH ra ae 
bh * CSw 7 
Cs-w und cy+ bedeuten die Konzentrationen der Siiureanionen bzw. 
der H-lIonen in der wiisserigen Phase, /, /’ und /” die entsprechen- 
den Aktivititskoeffizienten. 
3. Gegebenenfalls das Léslichkeitsprodukt Z aus den Konzentrationen 
der Siiureanionen und der durch Salzzusatz eingefiihrten Kationen: 


CS-w* Ckatt+ = LD. 


Die aufgefiihrten Gleichgewichte sind durch die in ihnen gemeinsam 
auftretenden GréBen voneinander abhiingig. Sie kénnen alle durch 
Salzzusatz verschoben werden und zwar 1. durch eine Beeinflussung, 
im allgemeinen eine Verringerung, von cgy (Aussalzeffekt), 2. durch 
eine Veriinderung der Aktivititskoeffizienten und 3. durch eine Ande- 
rung von L infolge eines Zusatzes eines zweiten Salzes mit Fremdionen. 
Wird das Léslichkeitsprodukt Z oder die Léslichkeit des Farbstoffs 
im organischen Lésungsmittel iiberschritten, so kommt es zur Aus- 
fillung. SchlieBlich kénnen sich weitere Einfliisse iiberlagern wie Molekiil- 
assoziationen, Komplexsalzbildung, Ubersittigung von Lésungen, 
gegenseitige Beeinflussung von Farbstoffen im Gemisch, Ubertritt von 
ReaktionsteilInehmern in die Fremdphase und iihnliches. 

Da die in den Gleichungen vorkommenden GréBen bzw. ihre Ver- 
inderungen nicht zahlenmiBig bekannt sind, muBten auf empirischem 
Weg Trennungsméglichkeiten fiir Farbstoffgemische erprobt werden, 
d.h. solche Bedingungen fiir alle in Betracht gezogenen Aminosiiure- 
farbstoffe aufgesucht werden, unter denen jeweils zwei oder die zu zwei 
verschiedenen Gruppen gehérenden Farbstoffe sich quantitativ in den 
verschiedenen Phasen befinden oder sich darin anreichern lassen. 

Solche Versuche wurden mit Frl. Dipl.-Chem. Rieser und spater 
mit Hrn. Dr. Kruckenberg ausgefiihrt. In den nachfolgenden Arbeiten 
berichtet der Letztgenannte iiber seine eigenen Versuche zur analy- 
tischen Trennung der Aminosiurefarbstoffe unter Einbeziehung er- 
ginzender Methoden. 
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Beschreibung der Versuche 
a) Chinonderivate 


Mono- und Dimethylester des 2.5-Disarkosino-1.4-benzochinons 

Eine Lésung von 1,4 g Sarkosinmethylester-hydrochlorid (0,01 Mol) 
in 3 ccm Methanol wurde mit 1,4 ¢ krist. Natriumacetat (0,01 Mol) unter Um- 
rihren versetzt. Zugabe einer Lésung von 1,62 g Chinon (0,015 Mol) in 20 ccm 
Methanol, kurzes Erwirmen auf 40° und ¥4-stdg. Stehenlassen bei Zimmertempera- 
tur. Abfiltrieren der Fallung und Auswaschen mit Wasser und Methanol. Es 
wurde dreimal mit Chloroform und dreimal mit Methanol hei8 extrahiert. Aus 
dem 1. Chloroformextrakt und den Methanolextrakten lieB sich der Monomethyl- 
ester in Form rétlicher Drusen mit dem Schmp. 172° gewinnen. Aus der Chloro- 
formmutterlauge kristallisierte der Dimethylester, rote Prismen vom Schmp. 202°. 
(Die folgenden Chloroformextrakte lieferten fast farblose Kristalle, die nicht weiter 
untersucht wurden.) 
Monomethylester, Schmp. 172° (zur Analyse iiber Schwefelsiure getrocknet). 

3,920 mg Sbst.: 7,600 mg CO,, 1,92mgH,O. — 3,080, 2,940 mg Sbst.: 
0,279 ccm N (26° 709 mm), 0,294 ccm N (25°, 709 mm). 

C,3H,,0,N2 (296,14). Ber. C 52,68, H 5,45, N 9,46. 

Gef. C 52,87, H 5,48, N 9,60, 9,65. 


Dimethylester, Schmp. 202°. 
4,410 mg Sbst.: 8,835 mg CO., 2,340 mg H,O. — 4,420 mg Sbst.: 0,382 ccm 
N (24,59, 711 mm). 
C,4H,,0,N2 (310,16). Ber. C 54,17, H 5,85, N 9,03. 
Gef. C 54,64, H 5,93, N 9,28. 


Diithylester des 2.5-Diglycino-3.6-dichlor-1.4-benzochinons (II) 

Eine Lésung von 1,4g Glykokollester-hydrochlorid (0,01 Mol) in 
10 ccm Alkohol wurde mit einer Lésung von 2,72 g krist. Natriumacetat (0,02 
Mol) in 5 cem Alkohol und einer Lésung von 1,23 g Chloranil (0,005 Mol) in 
20 cem trockenem Dioxan versetzt. Der allmahlich abgeschiedene kristalline 
Niederschlag wurde nach mehrstiindigem Stehenlassen abgesaugt und mit Wasser, 
Alkohol und Ather gewaschen. 1,1 g. Reinigung durch Extraktion mit Alkohol 
und Umkristallisieren aus Chloroform. Rotgelbe Platten, Schmp. 202°. Zur Ana- 
lyse tiber Chlorcalcium bei Zimmertemperatur getrocknet. 

4,535 mg Sbst.: 7,410 mg CO,, 1,860 mg H,O. — 4,760 mg Sbst.: 0,331 ecm N 
(25°, 715 mm). 

C,,H,,O,N2Cl, (379,06). Ber. C 44,32, H 4,25, N 7,39. 

Gef. C 44,56, H 4,58, N 7,48. 


Dimethylester des 2.5-Disarkosino-3.6-dichlor-1.4-benzochinons 


Zu einer Liésung von 0,62 g Chloranil (0,0025 Mol) in 20 cem trockenem 
heiBem Dioxan gab man eine Lésung von 0,7 g Sarkosinmethylester-hydro- 
chlorid (0,005 Mol) in 10 cem Methanol und lieB unter Anwarmen eine Lésung 
von 1,4 gkrist. Natriumacetat (0,01 Mol) in 10 ccm Methanol zutropfen. Violette, 
spater braune Farbung. Nach 1 Stde. Wasserzusatz bis zur Triibung. Braunrote 
Nadeln, aus Methanol umkristallisiert, Schmp. 153°. Ausb. 50% d. Th. Zur Ana- 
lyse bei Zimmertemperatur im Hochvakuum getrocknet. 

4,970 mg Sbst.: 8,085 mg CO,, 1,180 mg H,O. — 4,775 mg Sbst.: 0,323 cem N 
(20°, 715 mm). — 10,131 mg Sbst.: 7,718 mg AgCl.i. 

C,,H,,O,NeCl, (379,06). Ber. C 44,36, H 4,25, N'7,42, C118,71. 

Gef. C 44,32, H 4,22, N 7,39, Cl 18,84. 


b) Azoderivate’ 


p-Benzolazo-phenylisocyanat (III) 
In eine Lésung von 40 g p-Aminoazobenzol in 500 g trockenem Nitro- 
benzol, die sich in einem 1-1-Schliffdreihalskolben befindet, leitet man bei Zimmer- 
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temperatur unter Riihren trockenen Chlorwasserstoff bis zur Sattigung. Dabei 
scheidet sich das Hydrochlorid des Aminoazobenzols als ein dicker Brei von vio- 
letten Kristallen ab. Nachdem die Mischung, die sich inzwischen erwarmt hat, 
wieder auf Zimmertemperatur abgekiihlt worden ist, leitet man Phosgen aus der 
Bombe unter lebhaftem Riihren und allmahlicher Erwirmung auf 80° ein. Zwischen 
die Phosgenbombe und das ReaktionsgefaB ist eine Sicherheitsflasche mit Queck- 
silber, eine Waschflasche mit konz. Schwefelsiure und ein Tropfenfanger geschaltet. 
Die Kristalle gehen in Lésung: das Erhitzen und Durchleiten des Phosgens wird 
so lange fortgesetzt, bis sich ein zwischendurch gebildeter Niederschlag scharlach- 
roter Kristalle wieder villig gelést hat. Das iiberschiissige Phosgen wird durch 
Kohlensaure verdrangt und die Lésung nach dem Filtrieren iiber eine Glasfilter- 
nutsche im Wasserstrahlvakuum unter Kohlensiure bis zur Hilfte eingedampft. 
Aus der etwa 250 ccm betragenden Lésung kristallisieren gelbrote Nadeln aus, die 
auf einer Glasfilternutsche scharf abgesaugt werden. Zur Entfernung des Nitro- 
benzols teigt man den Riickstand mehrmals mit Petrolither an und saugt scharf ab. 
Man entfernt das Lésungsmittel im Vakuumexsiccator iiber Paraffin und extrahicrt 
im Extraktor mit Normalbenzin oder Ligroin. Bei allen Operationen ist fiir pein- 
lichsten Ausschlu8 von Luftfeuchtigkeit Sorge zu tragen. Gelbrote Nadeln vom 
Schmp. 98°, leicht léslich in Benzol und Dioxan. 

5,111 mg Sbst.: 13,110 mg’CO,, 1,890 mg H,O. — 3,179 mg Sbst.: 0,500 com N 
(22°, 722 mm). 

C,;H,ON,; (223,09). Ber. C 69,93, H 4,07, N 18,84. 

Gef. C 69,95, H 4,13, N 18,50. 


4.4’-Bis-benzolazo-carkanilid (IV) 

Zu einer Lésung von 0,25 g Benzolazo-isocyanat in 5 ccm Pyridin gibt 
man 2 ccm Wasser und erhitzt. Beim Abkihlen scheidet sich das Harnstoff- 
derivat in gelbroten glinzenden Blittchen vom Schmp. 274° (Zers.) in fast quan- 
titativer Ausbeute ab. Zur Analyse im Hochvakuum bei 80° getrocknet. 

5,115 mg Sbst:. 13,365 mg CO,, 2,170 mg H,O. — 3,360 mg Sbst.: 0,589 com N 
(25°, 762 mm). 

CysHygON, (420,20). Ber. C 71,39, H4,80, N 20,00. 

Gef. C 71,26, H 4,74," N 20,13. 


4-Benzolazo-carbanilsiéure-methylester (Va) 

0,5 g Benzolazo-isocyanat werden mit 1 ccm absol. Methanol versetzt, 
worauf Erwairmung und Lésung eintritt. Nach kurzem Erhitzen erhilt man 
orangefarbene Prismen vom Schmp. 122°. Zur Analyse im Hochvakuum bei 
Zimmertemperatur getrocknet. 

4,640 mg Sbst.: 11,235 mg CO,, 2,140 mg H,O. — 3,594 mg Sbst.: 0,509 cem N 
(23°, '763 mm). 
Cy, Hy302N, (255,13). Ber. € 66,04, H5,16, N 16,40. 

Gef. C 65,87, H 5,14, N 16,47. 


4-Benzolazo-carbanilsiure-athylester (Vb) ‘ 
Darstellung wie Va mit der vierfachen Menge abso]. Athanol. Schmp. 153°. 
Zur Analyse im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 
5,279 mg Sbst.: 12,930 mg CO,, 2,580 mg H,0. — 2,948 mg Sbst.:"0,397 com N 
(22,5°, 758 mm). 
C,;H,,;0,N; (269,14). Ber. C 66,88, H 5,62, N 15,61. 

Gef. C 66,80, H 5,47, N 15,52. 


t-B enzolazo-carbanilsiure-n-propylester (Vc) 
Darstellung wie Va mit der achtfachen Menge n-Propylalkohol. Schmp. 
146°. Zur Analyse im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 
14,999 mg Sbst.: 12,480 mg CO,,’ 2,760 mg H,0. 
CyoH,,0;N, (283,16). Ber. C67,81, H 6,05. 
Gef. C 68,08, H 6,18, 
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4-Benzolazo-carbanilsiure-isopropylester (Vd) 
Darstellung wie Va mit der 50-fachen Menge Isopropylalkohol. Schmp. 
174°. Zur Analyse im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 
5,072 mg Sbst.: 12,590 mg CO,, 2,730 mg H,O. — 2,998 mg Sbst.; 0,391 com N 
(25°, 763 mm). 
Cig Hy7O2.N; (283,16). Ber. C 67,81, H 6,05, N 14,84. 
Gef. C 67,70, H 6,02, N 15,00. 


4-Benzolazo-carbanilsiureester des 2-Methylpropanols (Ve) 
Darstellung wie Va mit der 8-fachen Menge Isobutylalkohol. Schmp. 
131°. Zur Analyse im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 
5,052 mg Sbst.: 12,730 mg CO,, 2,940 mg H,O. 
Cy,H,,O.N, (297,17). Ber. C 68,65, H 6,44. 
Gef. C 68,72, H 6,51. 


Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von Benzolazo- 
anilinoformyl-aminosauren 

Dse Aminosaure wird in der aquivalenten Menge n-Natronlauge gelést (Lsg. 1). 
1'/, Mol Benzolazo-isccvanat wird in trockenem Dioxan geldst (Lsg. 2). Zur Lsg. | 
wird Lsg. 2 in einem Gu8 und unter schnellem Umriihren bei 20°, gegebenen- 
falls unter Kiihlung, hinzugegeben, worauf eine orangefarbige Lésung entsteht, 
die man etwa 3 Stdn. stehen lift. Etwaige Ausfillungen bleiben unberiicksichtigt. 

Fiir die weitere Aufarbeitung bestehen folgende Méglichkeiten: 

a) In schwach alkalischem Medium (pH 8—9%). Nach Zusatz von 
Wasser und verd. Alkali geht das Aminosiurederivat als Natriumsalz in Lésung; 
das aus dem iiberschiissigen Isocyanat durch Zersetzung mit Wasser entstandene 
Harnstoffderivat fallt in fein verteilter Form aus wird und mit Ather ausgeschiit- 
telt. Aus der schwach alkalischen Lisung wird durch n-Salzsiure das Azoderivat 
der Aminosiure gefallt. Man wischt mit Wasser aus und trocknet. 

b) In schwach saurem Medium (pH 3—4). Nach Zusatz von Wasser 
und verd. Salzsiure wird das Aminosiurederivat zusammen mit dem, Harnstoff- 
derivat ausgefallt und in tiberschichtetem Ather aufgenommen. Der Atherlésung 
wird die Farbsiiure mit verd, Natronlauge entzogen. Mit Mineralsiure wird sie 
abermals in tiberschichteten Ather iibergefiihrt, aus dem sie durch Verdampfung 
kristallin erhalten wird. Zur Reinigung sind diese Verfahren mehrmals nach- 
einander angewandt worden. 


p-Benzolazo-anilinoformyl-glykokol| 

6,98 ¢ Benzolazo-isocyanat in 100 ccm Dioxan. 1,88 g¢ Glykokoll in 
25 com n-NaOH. 

Aufarbeitung nach a): Zusatz von 100 cem Wasser und 5 ccm NaOH, drci- 
maliges Ausschiitteln mit je 250 ccm Ather bis zur Farblosigkeit. Weiterer Zusatz 
von 100 ccm Wasser und Ausfallung des Glykokollderivats mit 30 ccm n-HCl (pH 3). 
Umkristallisieren aus 65-proz. Alkohol. Gelbrote Nadeln, Schmp. 206°. Zur Analyse 
im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 

5,262 mg Sbst.: 11,603 mgCO,, 2,240 mg H,O. — 3,369 mg Sbst.: 0,539 ccm N 
(22°, 722 mm). 

C,;H,,0,N, (298,14). Ber. C 60,38, H 4,73, N 18,79. 

Gef. C 60,28, H 4,76, N 18,80. 


p-Benzolazo-anilinoformyl-sarkosin 
0,558 g Benzolazo-isocyanat in 8 ccm Dioxan. 0,178 g Sarkosin in 
2 cem n-NaOH. Es scheidet sich ein gelber kristalliner Niederschlag ab. 
Aufarbeitung nach a): Zugabe von 50 ccm Wasser und 0,5 ccm NaOH, vier- 
maliges Ausschiitteln mit je 100 cem Ather. Emulsionsbildung wird durch Alkoho! 
aufgehoben. Ausfillung der Siure durch langsame Zugabe von verd. HCl unter 
Umriihren. Gelber kristalliner Niederschlag. Umkristallisieren aus Alkohoi- 











p- Be 
( 
n-Nal 


Drein 





149) 


mp. 


m N 


mp. 


LZO- 


be). 
sg. | 
nen- 
teht, 
tigt. 


von 
ung; 
dene 
hiit- 
rivat 


asser 
toff- 
sung 
d sie 
fung 
ach- 


n in 


vier- 
<oho! 
unter 
ohol- 








3d. 284 (1949) Quantitative Trennung von Aminosiiuren 1 13 


Ligroin. Schmp. 143°. Zur Analyse im Hochvakuum bei Zimmertemperatur 
getrocknet. 
4,840 mg Sbst.:10,915 mg CO,, 2,290 mg H,O. — 3,042 mg Sbst.: 0,479 ccm N 
(25°, 740 mm). 
CygH,g0,N, (312,13). Ber. C 61,51, H 5,17, N 17,94. 
Gef. C 61,50, H 5,29, N 17,80. 


p-Benzolazo-anilinoformy]-l(+)-alanin 

0,7g Benzolazo-isocyanat in 10 ccm Dioxan. 0,233 ¢ l(+)-Alanin in 
2,5 ccm n-NaOH. Wenig kristalliner Niederschlag. 

Aufarbeitung nach a): Zugabe yon 20 ccm Wasser und 1 cem NaOH. Zwei- 
maliges Ausschiitteln mit je 50 cem Ather. Cremefarbige Fallung bei py 3. Um- 
kristallisiert aus 55-vol.-proz. Alkohol; hellbraune glinzende Blittchen vom 
Schmp. 194°. Zur Analyse im Hochvakuum bei 80° getrocknet. 

5,581 mg Sbst.: 12,625 mg CO,, 2,560 mg H,O. 

CigHjgO,N, (312,13). Ber. C 61,51, H 5,17. 

Gef. C 61,69, H 5,13. 


p-Benzolazo-anilinoformy|]-d,l-alanin 

Darstellung wie vorher; umkristallisiert aus 70-proz. Alkohol, gelbbraune 
Blaittchen vom Schmp. 203°. Zur Analyse bei Zimmertemperatur iiber CaCl, 
getrocknet. 


4,480 mg Sbst.: 10,140 mg CO, 2,110 mg H,O. — 4,120 mg Sbst.: 0,676 ccm N 
(24°, 724 mm). 
C,,H,,0,N, (312,13). Ber. C 61,51, H 5,17, N 17,94. 
Gef. C 61,73, H 5,26, N 17,99. 


p- Benzolazo-anilinoformyl-l(—)-phenylalanin 

0,558 g Benzolazo-isocyanat in 8 com Dioxan. 0,330 g l(—)-Phenyl- 
alanin in 2 ccm n-NaOH. Geringer gelber Niederschlag. 

Aufarbeitung nach a): Zugabe von 50 ccm Wasser und 0,5 ccm n-NaOH. 
Dreimaliges Ausschitteln mit je 150 ccm Ather, und Ausfillen der Séiure mit n-HCl. 
Umkristallisieren aus Alkohol-Ligroin. Gelbe Nadeln vom Schmp. 174°. Zur 
Analyse im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 

4,647 mg Sbst.: 11,310 mg CO,, 2,440 mg H,O. — 3,258 mg Sbst.: 0,366 cem N 
(23,5°, 767 mm). 

C,,H,,0,N,+C,H,OH. Ber. C 66,32, H 6,03, N 13,03. 

Gef. C 66,38, H 5,87, N 13,05. 


p-Benzolazo-anilinoformyl-d,l-serin 

0,35 g Benzolazo-isocyanat in 5ccm Dioxan. 0,313 g d,l-Serin in 
1,25 cem n-NaOH. Gelber kristalliner Niederschlag. 

Aufarbeitung nach a): Zugabe von_15 cem Wasser und 0,2 ccm n-NaOH. 
Dreimaliges Ausschiitteln mit je 30 ccm Ather, Ausfillen der Séiure mit 1,5 ccm 
n-HCl. Umkristallisieren aus 35-vol.-proz. Alkohol, gelbe Kristalle vom Schmp. 
202°. Zur Analyse im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 

4,838 mg Sbst.: 10,390 mg CO,, 2,160 mg H,O. — 3,117 mg Sbst.: 0,470 ccm N 
(23,5°, 763 mm). 

CygH,,O,N, (328,16). Ser. C 58,51, H 4,91, N 17,07. 

Gef. C 58,57, H 4,99, N 17,42. 


p-Benzolazo-anilinoformy]-d,l-valin 

0,7 g Benzolazo-isocyanat in 10 cem Dioxan. 0,293 g d,l- Valin in 2,5 cem 
n-NaOH. Geringer kristalliner Niederschlag. 

Aufarbeitung nach a): Zugabe von_15 ccm Wasser und 0,5 ccm n-NaOH. 
Dreimaliges Ausschiitteln mit je 70 ccm Ather und Fiallung der Siure mit 3 ccm 
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n-HCl. Umkristallisieren aus 45-vol.-proz. Alkohol, gelbe Blattchen vom Schmp. 
191°, Zur Analyse im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 
4,812 mg Sbst.: 11,205 mg CO,, 2,540 mg H,0. 
CigH,O3N, (340,19). Ber. C 63,49, H 5,92. 
Gef. C 63,53, H 5,91. 


p-Benzolazo-anilinoformy]-l(—)-leucin 

6,7 g Benzolazo-isocyanat in 100 ccm Dioxan. 3,28 g —)-Leucin in 
25 com n-NaOH. Klare Lésung. 

Aufarbeitung nach a): Zugabe von 100 ccm Wasser und 5 com n-NaOH. Vier- 
maliges Ausschiitteln mit je 250 com Ather. Die Saiure wird nach Zugabe von 
50 ccm Wasser mit 35 ccm n-HCl ausgefallt (pH 3). Umkristallisieren aus 65-vol.- 
proz. Alkohol. Gelbe Nadeln vom Ziste. 185°. Zur Analyse im Vakuum bei 
Zimmertemperatur getrocknet. 

4,692 mg Sbst.: 11,040 mg CO,, 2,630 mg H,O. — 3,219 mg Sbst.: 0,432 com N 
(23,5°, 767 mm). 

CypHq205N, (354,17). Ber. C 64,38, H 6,26, N 15,81. 

Gef. C 64,17, H 6,27, N 16,04. 


p-Benzolazo-anilinoformy]-l(+)-isoleucin 

0,7 g Benzolazo-isocyanat in 10 ccm Dioxan. 0,328 g 1(+)-Isoleucin in 
2,5 com n-NaOH. Klare Lésung. 

Aufarbeitung nach a): siehe oben. Umkristallisieren aus 50-vol.-proz. Alkohol. 
Gelbe Prismen vom Schmp. 190°. Zur Analyse im Hochvakuum bei Zimmer- 
temperatur getrocknet. 

4,860 mg Sbst.: 11,465 mg CO,, 2,710 mg H,O. — 3,465 mg Sbst.: 0,478 ccm N 
(25°, 758 mm). 

Cy9H220,N, (354,17). Ber. C 64,38, H 6,26, N 15,81. 

Gef. C 64,34, H 6,24, N 15,76. 


p-Benzolazo-anilinoformy]-l(—)-tyrosin 
0,56 g Benzolazo-isocyanat in 10 ccm Dioxan. 0,181 g (—)-Tyrosin in 
2 ccm n-NaOH. Gelber kristalliner Niederschlag. 
_ Aufarbeitung nach b): Zusatz von 50 com Wasser und 2,5 ccm n-HCl (px 3), 
Uberschichtung mit 300 ccm Ather. Nach zweimaliger Reinigung itiber Ather- 
Natronlauge wird die atherische Lésung der Siure eingedampft, wobei ein harz- 
artiger Riickstand hinterbleibt. Kristallisation aus heifem Dioxan mit Wasser- 
zusatz bis zur,bleibenden Triibung. Umkristallisieren aus Dioxan- bzw. Athanol- 
Wasser oder aus Athanol-Benzol. Gelbe Nadeln vom Schmp. 191°. Zur Analyse 
im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 
4,919 mg Sbst.: 11,785 mg CO,, 2,250 mg H,O. — 3,048 mg Sbst.: 0,375 ccm N 
(23,5°, 763 mm). 
Co2H2p0,N, (404,19). Ber. C 65,32, H 5,00, N 13,86. 
Gef. C 65,36, H 5,12, N 14,21. 


p-Benzolazo-anilinoformy]-d,l-methionin 
7g Benzolazo-isocyanat in 100 ccm Dioxan. 3,73g d,l-Methionin 
in 25 com n-NaOH. 

Aufarbeitung nach a): Geringer gelber Niederschlag. Zugabe von 3 ccm 
n-NaOH, dreimaliges Ausschiitteln mit je 200 ccm Ather. Ausfallung der Saure 
mit 28 ccm n-HCl als 61, das beim Reiben kristallinisch erstarrt. Umkristallisieren 
aus 50-vol.-proz. Alkohol. Gelbe Blaittchen vom Schmp. 165°. Zur Analyse im 
Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 

4,940 mg Sbst.: 10,530 mg CO,, 2,400 mg H,O. — 1,965 mg Sbst.: 0,258 ccm N 
(23°, 770 mm). — 13,477 mg Sbst.: 8,520 mg BaSOQ,. 

CigH,0;N,8 (372,25). Ber. € 58,02, H 5,41, N 15,05, 8 8,61. 

Gef. C 58,13, H 5,44, N 15,35, S 8,68. 
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p-Benzolazo-anilinoformyl-taurin-Ba-Salz 

0,7 g Benzolazo-isocyanat in 10 ccm Dioxan. 0,313 g Taurin in 2,5 cem 
n-NaOH. Geringer kristalliner Niederschlag. 

Aufarbeitung nach a): Zugabe von 20 ccm Wasser und 0,3 cem n-NaOH. 
Dreimaliges Ausschiitteln mit je 100 com Ather. Die schwach alkalische waBrige 
Lésung wird mit n-HCl neutralisiert und nach dem Entfernen des Athers mit konz. 
BaCl,-Lésung versetzt. Die hellgelbe Fallung wird aus Wasser umkristallisiert. 
Gelbe Kristalle. Zur Analyse im Hochvakuum bei 80° getrocknet. 

P 5,062 mg Sbst.: 7,980 mg CO,, 1,680 mg H,O. — 10,546 mg Sbst.: 2,951 mg 
BaSQ,. 
C,;H,;0,N,SBa/2 (415,89). Ber. C 43,28, H 3,64, Ba 16,51. 

Gef. C 43,00, H 3,69, Ba 16,46. 


p-Benzolazo-anilinoformyl-l(—)-asparaginsaure 

7g Benzolazo-isocyanat in 100 com Dioxan. 3,33 g (—)-Asparagin- 
siure in 50 com n-NaOH. Klare Lésung. 

Aufarbeitung nach a): Zugabe von 2 ccm n-NaOH, dreimaliges Ausschiitteln 
mit je 200 ccm Ather. Fallung der Saure mit 55 ccm n-KCl (pH 3). Kristal- 
line Fallung. Umkristallisieren aus 20-vol.-proz. Alkohol. Verfilzte rosa gefarbte 
Nadeln yom Schmp. 219° (Zers.). 

Erfolgt die Aufarbeitung nach b), so erhalt man nach dem Finengen der 
aitherischen Lésung die Siure als hellgelbe bis rosa gefirbte Nadeln, die bei 169° 
schmelzen. Werden diese aus 20-vol.-proz. Athanol umkristallisiert, so erhilt man 
wieder den Stoff vom Schmp. 219°. 

Zur Analyse wurde die Substanz vom Schmp. 219° im Hochvakuum bei 
Zimmertemperatur getrocknet. 

4,871 mg Sbst.: 10,09 mg CO,, 2,02 mg H,O. — 3,239 mg Sbst.: 0,431 com N 
(22,5°, 763 mm). 

C,7H,,0;N, + 1% H,O (365,17). Ber. 56,64, H 4,76, N 15,56. 

Gef. C 56,49, H 4,64, N 15,43. 


p-Benzolazo-anilinoformyl-i(+)-glutaminséiure 

7g Benzolazo-isocyanat in 100 ccm Dioxan. 3,68 g l(+)-Glutamin- 
siure in 50 com n-NaOH. Klare Lésung. 

Aufarbeitung nach a): Zugabe von 9 ccm n-NaOH, dreimaliges Ausschiitteln 
mit je 250 ccm Ather. Ausfillen der Siure mit 60 cem n-HCl. Umkristallisieren 
aus 20-vol.-proz. Alkohol, hellbraune verfilzte Nadeln vom Schmp. 184°. Zur 
Analyse im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 

4,598 mg Sbst.: 9,585 mg CO,, 2,060 mg H,O. — 3,197 mg Sbst.: 0,420 com N 
(24,5°, 758 mm). 

C,gH,,0;N, + 14 H,O (379,18). Ber. C 57,04, H5,06, N 14,80. 

Gef. C 56,85, H 5,01, N 15,06. 


p-Benzolazo-anilinoformy1-l(—)-histidin 

0,56 g Benzolazo-isocyanat in 10 cem Dioxan. 0,129 g (—)-Histidin- 
monochlorhydrat (wasserfrei) in zwei ccm n-NaOH. Zugabe von 50 ccm Wasser, 
4 ccm n-HCl und 300 ccm Ather. Nach dem Durchschiitteln wird die itherische 
Schicht zweimal mit stark verdiinnter Salzsiure extrahiert, die sauren, wasserigen 
Lésungen enthalten den gesamten amphoteren Azofarbstoff des Histidins. Die 
saure Lésung wird mit n-NaOH auf pH 8 gebracht und das Harnstoffderivat mit 
200 ccm Ather ausgeschiittelt. Nach Einstellung eines py von 6 mit n-HCl scheidet 
sich der Azofarbstoff aus der wisserigen Lésung beim Reiben mit dem Glasstab 
in Drusen ab. Gelbe Platten vom Schmp. 191°. Zur Analyse im Hochvakuum 
bei 80° getrocknet. 

4,728 mg Shst.: 10,440 mg COg, 2,140 mg H,O. — 2,551 mg Shst.: 0,492 ccm N 
(25,5°, 759 mm). 

CyygH,,0,N, (378,19). Ber. C 60,29, H 4,80, N 22,22. 
Gef. C 60,22, H 5,06, N 22,03. 
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Wird die Substanz aus 65-proz. Alkohol umkristallisiert, so bilden sich gelb- 
rote Platten, die bei 166° schmelzen und ! Mol Kristallalkohol enthalten. Zur 
Analyse im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 

5,300 mg Sbst.: 11,565 mg CO, 2,710 mg H,O.—3,023 mg Sbst.: 0,500 ceom N 
(20,5°, 775 mm).—3,453 mg Sbst.: 1,920 mg AgJ. 

CygH,gO3N, + C.H;OH (424,24). Ber. C 59,40, H 5,70, N 19,81, OC,H, 10,61. 

Gef. C 59,51, H 5,72, N 19,61, OC,H; 10,66. 


p-Benzolazo-anilinoformyl-l(—)-tryptophan 

0,56 g Benzolazo-isocyanat in 8 ccm Dioxan. 0,204 g (—)-Tryptophan 
in] cemn-NaOH. Gelber kristalliner Niederschlag. 

Aufarbeitung nach a): Zugabe von 50 ccm Wasser, 0,4 ccm n-NaOH, vier- 
maliges Auswaschen mit je 100 ccm Ather. Zur Reinigung wird nochmals eine 
Stufe nach Verfahren b) dazwischengeschaltet. Die Farbsiure wird aus alkalischer 


Liésung mit n-HCl ausgefillt. Umkristallisieren aus 80-proz. Methanol. Zitronen- ’ 


gelbe Blittchen vom Schmp. 200°. Zur Analyse im Hochvakuum bei Zimmer- 
temperatur getrocknet. : 
5,144 mg Sbst.: 12,745 mg CO,, 2,280 mg H,O. — 3,314 mg Sbst.: 0,478 com N 
(25°, 768 mm). 
C.,H2,0,N; (427,20). Ber. C 67,43, H 4,95, N 16,39. 
Gef. C 67,57, H 5,07, N 16,69. 


p-Benzolazo-anilinoformy]-d,l-prolin 

0,56 g Benzolazo-isocyanat in 8 ccm Dioxan. 0,23 g d,l-Prolin in 2 ecm 
n-NaOH. Viel gelber kristalliner Niederschlag. 

Aufarbeitung nach a): Zugabe von 50 ccm Wasser, 1 cem n-NaOH. Drei- 
maliges Ausschiitteln mit je 150 com Ather unter Zugabe von wenig Dioxan zur 
Aufhebung der Emulsion. Ausfallung der Siure mit 3,5 cem n-HCl. Umkristalli- 
sieren aus 45-proz. Alkohol. Orangefarbige Nadeln vom Schmp. 187°. Zur Analyse 
im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 

5,225 mg Sbst.: 12,250 mg CO,, 2,450 mg H,O. — 3,390 mg Sbst.: 0,488 ccm N 
(23°, 763 mm). 

C,gH,,0,N, (338,17). 3er. C 64,06, H 5,44, N 16,62. 

Gef. C 63,94, H 5,38, N 16,64. 


p-Benzolazo-anilinoformy]-l(—)-oxyprolin 

1,1 g Benzolazo-isocyanat in 16 ccm Dioxan. 0,262 g (—)-Oxyprolin 
in 22 ccm n-NaOH. Geringer gelber Niederschlag. ‘ 

Aufarbeitung nach a): Zugabe von 50 ccm Wasser, 1 com n-NaOH. Drei- 
maliges Ausschiitteln mit je 200 ccm Ather. Ausfillung der Siure mit n-HCl. Um- 
kristallisieren aus Alkohol-Wasser. Gelbe Blittchen vom Schmp. 201°. Zur Ana- 
lyse im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 

5,148 mg Sbst.: 11,550 mg CO,, 2,350 mg H,O. — 3,308 mg Shst.: 0,462 com N 
(24,5°, 750 mm), : 

CygH,,0,N, (354,17). er. C 60,99, H 5,1 

Gef. C 61,19, H 5,1] 


e 
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3is-[p-Benzolazo-anilinoformy]}-l(—)-cystin 

1,lg Benzolazo-isocyanat in 15 ccm Dioxan, 0,48 g U(—)-Cystin in 

4 ccm n-NaOH. Geringer kristalliner Niederschlag. Aufarbeitung nach a): Zugabe 
von 5 ccm Wasser, 10 ccm Dioxan, 1 ccm m-NaOQH. Dreimaliges Ausschiitteln mit 
je 80 cem Ather. Aus der alkalischen Lésung wird die Saiure durch n-HCl in 75 ccm 
Ather iibergefiihrt. Die atherische Lésung wird mit Wasser gewaschen und iiber 
Natriumsulfat getrocknet; nach dem Abdampfen hinterbleibt ein gelbroter Riick- 
stand, der aus Aceton-Benzol umkristallisiert wird. Gelbrote Prismen vom Schmp. 
188°. Zur Analyse im Hochvakuum bei 100° getrocknet. 
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4,850 mg Sbst.: 9,945 mg CO,, 1,940 mg H,O. — 3,205 mg Sbst.: 0,462 com N 
(26,5°, 758 mm). — 14,229 mg Sbst.: 9,860 mg BaSQ,. 
Cy2Hy90,NgSz (686,42). Ber. C 55,94, H 4,41, N 16,32, S 9,39. 
Gef. C 55,92, H 4,48, N 16,17, 8 9,52. 


Bis-[p-benzolazo-anilinoformy]j-l( +-)-lysin (VII) 

0,56 g Benzolazo-isocyanat (2,5 Mol.) in 15 ccm Dioxan. 0,22 g l(—)- 
Lysin-dihydrochlorid in 3 com n-NaOH. 

Aufarbeitung nach b): Der Gesamtfarbstoff wird nach Zugabe von 50 ccm 
Wasser und 2 ccm n-HCl von 1 / Ather aufgenommen. Reinigung durch mehrfache 
Extraktion mit Alkali und Uberfiihrung in frischen Ather durch Saurezugabe. 
Die atherische Lésung der Farbstoffsiure wird nach dem Waschen und Trocknen 
abgedampft, gelber kristalliner Riickstand. 

50 mg des Produktes werden in 5 com Dioxan in der Hitze gelést; nach Zusatz 
von 12 com Wasser fallt die Saiure gelatinés aus. Bei etwa 5 Min. langem Erhitzen 
nach Zugabe von 0,3 ccm n-HC!l bilden sich zu Biischeln vereinigte gelbe Nadeln 
vom Schmp. 222°. Zur Analyse im Hochvakuum bei 100° getrocknet. 

4,595 mg Sbst.: 10,950 mg CO,, 2,280 mg H,O. — 4,610 mg Sbst.: 0,792 ccm N 
(22°, 722 mm). 

CysHy,0,N, (592,31). Ber. C 64,83, H 5,45, N 18,92. 

Gef. C 64,99, H 5,55, N 18,88. 


Bis-[p-benzolazo-anilinoformy]]-1(+)-ornithin 

0,56 g Benzolazo-isocyanat (2,5 Mol.) in 15 com Dioxan. 0,205 g l( +)- 
Ornithin-dihydrochlorid in 3 ccm n-NaOH. Aufarbeitung nach b): Zugabe 
von 100 ccm Wasser, 3 com n-HCl und Extraktion des Gesamtfarbstoffs mit 500 ccm 
Ather. Weitere Reinigung wie oben. Gelbe Nadelbiischel vom Schmp. 224° nach 
Umkristallisieren aus 90-proz. Alkohol. Zur Analyse im Hochvakuum bei 100° 
getrocknet. 

4,020 mg Sbst.: 9,560 mg CO,, 1,915 mg H,O. — 4,020 mg Sbst.: 0,696 ccm N 
(21°, 732 mm). 

C3;Hg90,N, (578,30). Ber. C 64,32, H 5,23, N 19,38. 

Gef. C 64,86, H 5,32, N 19,12. 


Bis-[p-benzolazo-anilinoformyl]—l(+)-arginin 

1,12 g Benzolazo-isocyanat (5 Mol.) in 30 ccm Dioxan. 0,211 g 1(+)- 
Arginin-hydrochlorid in 3 ccm n-NaOH (2 Mol. Uberschu8). Aufarbeitung 
nach a): Zugabe von 10 ccm Dioxan, 30 ccm Wasser, 1 ccm n-NaOH (pu 8). 
Dreimaliges Ausschiitteln mit Ather bis zur Erschépfung. Das Natriumsalz scheidet 
sich als gelber kristalliner Niederschlag ab, der mit Wasser gewaschen und ge- 
trocknet wird. Das Natriumsalz wird mit Dioxan angeteigt: man gibt n-HCl bis 
zur sauren Reaktion (pH 3) und soviel Dioxan zu, bis in der Kalte Losung eintritt. 
Bei Zugabe von Wasser scheidet sich élige Subtanz aus, die beim Reiben kristallin 
wird. Umkristallisieren aus gleichen Raumteilen Eisessig und Benzol. Gelbe 
Nadeln vom Schmp. 210°. Zur Analyse im Hochvakuum bei Zimmertemperatur 
getrocknet. , 

4,235 mg Sbst.: 9,05 mg CO,, 2,16 mg H,O. — 3,004 mg Sbst.: 0,548 com N 
(23,5°, 753 mm), 

CsgH320,Nyo + 2H,O (656,69). Ber. C 58,52, H 5,53, N 21,33. 

Gef. C 58,31, H 5,71, N 20,81. 

Das Kristallwasser ist durch Trocknung bei 120° nicht véllig zu entfernen: 
2,654 mg Sbst. ergaben einen Gewichtsverlust von 0,101 mg, das wiirde 71% der 
Kristallwassermenge entsprechen. 


p-Benzolazo-anilinoformyl-glykokoll-athylester 
a) Durch Veresterung von p-Benzolazo-anilinoformyl-glykokoll. 
Eine Lésung von | g der freien Farbsiure in 25 ccm absol. Alkohol wird 
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mit 2 ccm konz. H,SO, versetzt. Es tritt Rotfarbung ein und nach dem Abkihlen 
scheiden sich rote Nadeln aus. Man gibt in 200 ccm Wasser und schiittelt mit 
150 ccm Ather aus. Die gelbe Atherlésung wird mit verd. Sodalésung gewaschen 
und, nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat, eingeengt, wobei sich gelbrote Nadeln 
ausscheiden. Umkristallisieren aus Benzol, Schmp. 161°. Zur-Analyse im Hoch- 
vakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 

5,612 mg Sbst.: 12,885 mg CO,, 2,780 mg H,O. — 3,578 mg Sbst.: 0,540 ccm N 
(24°, 760 mm). 

C17H,,03N, (326,17). Ber. C 62,54 H 5,56 N 17,18. 

Gef. C 62,62 H 5,64 N 17,34. 

b) Aus Benzolazo-phenyl-isocyanat und Glykokoll-ithylester. 

Eine Lésung von 0,348 g Glykokoll-athylester-hydrochlorid (1 Mol.) 
in 2 cem Wasser wird mit 0,340 g krist. Natriumacetat (1 Mol.), gelést in 1 ccm 
Wasser, versetzt. Dazu gibt man eine Lésung von 0,557 g Benzolazo-isocyanat 
(1 Mol.) in 10 cem Dioxan. Beim Erhitzen auf 90° tritt vollstandige Lésung der 
zunichst entstandenen Ausfallung ein. Man lift Wasser bis zur bleibenden Triibung 
zutropfen, wozu etwa 4 ccm nétig sind. Beim Abkiihlen erhalt man den Ester als 
orangefarbige Blattchen in 90-proz. Ausbeute. Zur Analyse im Hochvakuum bei 
Zimmertemperatur getrocknet. 

4,975 mg Sbst.: 11,450 mg CO,, 2,570 mg H,O. — 3,065 mg Sbst.: 0,465 ccm N 
(24°, 759 mm). 

Gef. C 62,77, H 5,78, N 17,40. 


3-[p-Benzolazo-pheny]]-hydantoinessigsaure-(5). Hydantoin der p- 
Benzolazo-anilinoformy|-l(—)-asparaginsadure (IX) 

0,5g des Asparaginsaéurederivats werden mit je 5 ccm Eisessig und 
Essigséureanhydrid | Stde. unter Riickflu8 gekocht. Man dampft im Vakuum 
zur Trocknung ein und kristallisiert aus Alkohol-Ligroin (1:2) um. Gelbe Blatt- 
chen vom Schmp. 241°. Zur Analyse im Hochvakuum bei 120° getrocknet. 

3,800 mg Sbst.: 8,400 mg CO,, 1,410 mg H,O. — 3,420 mg Sbst.: 0,519 ccm N 
(22°, 724 mm). 

C,7H,4O,N, (338,14). Ber. C 60,33, H 4,17, N 16,57. 

Gef. C 60,29, H 4,15, N 16,74. 


y-Lactam der 3-[p-Benzolazo - pheny]] - hydantoin - propionsaure-(5), 
Lactam des Hydantoins der p-Benzolazo-anilinoformy]-l(+)-gluta- 
minsadure (X) 

Darstellung wie vorher in einem Gemisch aus 3 ccm Eisessig und 5 ccm Essig- 
siureanhydrid. Umkristallisieren aus Eisessig, goldgelbe Nadeln vom Schmp. 
255°, Zur Analyse im Hochvakuum bei 120° getrocknet. 

4,964 mg Sbst.: 11,740 mg CO,, 2,010 mg H,O. —3,447 mg Shbst.: 0,494 ccm N 
(22,5°, 772 mm). 

C,gH,O,N, (334,14). Ber. C 64,64, H 4,22, N 16,82. 

Gef. C 64,50, H 4,53, N 16,77. 


1-Acetyl-3-[p-Benzolazo-phenyl]-2.4-dioxo-imidazolidin (VIII). Ace- 
tyl-hydantoin des p-Benzolazo-anilinoformyl-glykokolls. 

0,5g p Benzolazo-anilinoformyl-glykokoll werden mit 10 ccm Eis- 
essig und 5 ccm Essigsiureanhydrid 1 Stde. unter RiickfluB gekocht. Nach 
dem Eindampfen im Vakuum bis zur Trockene wird aus absol. Alkohol umkristalli- 
siert. Gelbrote Nadeln vom Schmp. 190°. Zur Analyse im Hochvakuum bei 
Zimmertemperatur getrocknet. 

5,409 mg Sbst.: 12,555 mg CO,, 2,130 mg H.O.— 3,105 mg Sbst.: 0,461 ccm N 
(22,5°, 767 mm). 

C,,H,,0,N, (322,14). Ber. C 63,32, H 4,38, N 17,39. 
Gef. C 63,30, H 4,41, N 17,31. 
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ihlen Darstellung der Hydantoine (VIIIa) aus den Benzolazo-anilino- 


mit formyl-aminosauren 

oe 0,5 g der Aminosaéureverbindung werden in 50 ccm Methanol mit atheri- 
cae 1 § scher Diazomethanlésung (aus 1,5 g Nitrosomethylharnstoff bereitet) 24 Stdn. 
och- stehen gelassen. Nach dem Verdiinnen mit Ather wird mit Sodalésung nicht um- 
gesetzte Siure ausgewaschen und die getrocknete atherische Lisung verdampft. 





































7m N Zur Analyse wurde aus Methanol, im Falle des Alanin- und Asparaginsaurederivates 
aus Pyridin-Methanol umkristallisiert und bei Zimmertemperatur im Hochvakuum 
getrocknet. 
Hydantoin des p- Benzolazo-anilinoformyl-glykokolls, Schmp. 228°. 
5,057 mg Sbst.: 11,930 mg CO,, 2,020 mg H,0. 
Mol.) CysHyO,N, (280,13). Ber. C 64,25, H4,32. Gef. C 64,34, H 4,47. 
eps Hydantoin des p-Benzolazo-anilinoformy|-d,l-alanins, Schmp. 226°. 
nat 4,744 mg Sbst.: 11,320 mg CO,, 2,060 mg H,0. 
der CgH,,0.N, (294,14). Ber. 65,27, H4,79. Gef. C 65,08, H 4,86. 
bese Hydantoin des p-Benzolazo-anilinoformy1-l(—)-leucins, Schmp. 197°. 
—~ 4,970 mg Sbst.: 12,350 mg CO,, 2,770 mg H,O. 
che: Cyy9H90,N, (336,15). Ber. C 67,82, H 6,00. Gef. C 67,77, H 6,24. 


E Hydantoin des p-Benzolazo-anilinoformy]-O-methy]-l(—)-tyrosins, 
mN EF Schmp. 219°. 

4,846 mg Sbst.: 12,235 mg CO,, 2,230 mg H,0. 

Cr3H903N, (400,19). Ber. C 68,97, H 5,04. Gef. C 68,86, H 5,15. 
Hydantoin des p-Benzolazo-anlinoformy]-l(—)-asparaginsiéure- 
r p- — methylesters,-Schmp. 211°. 

5,209 mg Sbst.: 11,740 mg CO,, 2,120 mg H,O. — 3,194 mg Sbst.: 0,446 cem 
und N (24°, 761 mm). 

uum C,gH,,0,N, (352,16). Ber. C 61,34, H 4,48, N 15,91. 

slatt- Gef. C 61,47, H 4,55, N 16,07. 

_. Hydantoin des p-Benzolazo-anilinoformy]-l(+)-glutaminsaure- 
om N § methylesters, Schmp. 175°. 

5,278 mg Sbst.: 12,040 mg CO,, 2,440 mg H,0. 

C\9H,,0,N, (366,17). Ber. C 62,26, H 4,95. Gef. C 62,21, H 5,17. 
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ssig-f Versuche zur quantitativen mikroanalytischen Trennung und Be- 


hmp. * 
. stimmung von Aminosauren als Azobenzolharnstoff-Abkémmlinge 
we II. Extinktions- und Verteilungseigenschaften der Farbstoffe 
Von 
Winfried Kruckenberg 

4 (Der Schriftleitung zugegangen am 5. Februar 1947) 

ce- 

Die Absorption der Farbstoffe 
Eis- 


Nach Im Hinblick auf die optische Konzentrationsbestimmung, die fiir 
talli- | die nachfolgend beschriebenen analytischen Versuche mit dem p-Benzol- 
a bei f azoanilinoformyl-Derivaten der Aminosiiuren vorgesehen war, wird in 
_| der vorliegenden Arbeit zunichst iiber die Absorptionseigenschaften der 
cm N} Farbstoffe berichtet. 
Von den Farbstoffen des Tyrosins, Glykokolls, Methionins, Prolins, 
Cystins und Serins wurde das Absorptionsspektrum aufgenommen. Es ma 
: oe . 
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ergab sich in Ubereinstimmung mit der Erwartung bei den Monoureiden 
ein bis ins langwellige Ultraviolett identischer Verlauf mit einem Maxi- 
mum bei 366 m, und einer molaren Extinktion von 26300. Es ist somit 
méglich, alle Monoureide der Aminosiiuren mit der gleichen Eichkurve 
zu messen. Ausnahmen wurden bisher nicht beobachtet. Fiir die Diureide 
war von vornherein eine solche Ubereinstimmung beziiglich der GréBe 
der molaren Extinktion nicht zu erwarten, da hier mit einer mehr oder 
weniger groBen gegenseitigen Beeinflussung der Chromophoren je nach 
ihrer Lage zueinander zu rechnen war. Das Maximum der Absorption 
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Aus den Absorptionskurven gemessen in verd. Ammomak 
des Pulfrich-Photometers im Steinheil-Spekfographen 





errechnete Vergleichswerte mit Wasserstofflampe. 


Prolin —+— 

Methonn —o— 

Slykokoll ——e— 

losin —O— 

JSerin _—x— 

cystin _— 
! 


Anpinindiureid in Tetrahydrofuran 
Lysindiureid in Tetrahydroturen 
Cystin in verd. Ammoniak 
Monoureide in verd. Ammomak 
Monoureide in Methanol 


20000 








! ! 
22000 26000 30000 


Abb. 1 


muBte sich jedoch bei der gleichen Wellenliinge befinden. Die Aufnahme 
des Spektrums des Cystinfarbstoffes bestitigte diese Annahme. Die 
GréBeder molaren Absorption liegt mit 51300 etwas unter dem Doppelten. 
Bei den Diureiden des Lysins und Ornithins sind die Abweichungen, wie 
aus den Eichkurven hervorgeht, noch stiirker. Es ist eine deutliche 
Beziehung zwischen der Entfernung der Chromophoren im Molekiil und 
der Verminderung der Absorption zu erkennen. Die Diureide des Lysins 
und Ornithins haben eine geringere Absorption als der Cystinfarbstoff 
und sind untereinander praktisch gleich. Wiahrend der Cystinfarbstoff 
und das Arginindiureid praktisch unverminderte Absorption zeigen. 
Die Aufnahme der Eichkurven (Abb. 2) zeigt, daB das Beersche 
Gesetz sowohl in der wiBrigen Lésung wie im organischen Liésungs- 
mittel bei den angewandten Konzentrationen von 10-® bis 10-5 Mol/l 
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volistiindig erfiiJlt ist. Im Falle des Lysindiureids und Phenylalanins 
wurde der EinfluB des Lésungsmittels auf den Neigungswinkel der Eich- 
geraden gepriift und festgestellt, da& zumindest in diesen Fallen zwischen 
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Mol-10°9/. —> 
—oO— Monoureide in verd Amm.u. Methanol —O— Histidin 
—+— Arginindiureid \ . —e— Asparaginsaure >in verd. Amm. 
—e— Lysindiureid fan anaes —x— Phenylalanin 
—o— lystin in verd. Anmoniak —O— Methionin 
—@— /henylalanin — fin Methanol 
—®— Asparaginséure 
Abb. 2 


Methanol und Wasser kein Unterschied besteht. In Essigester zeigte 
sich eine Verminderung der Extinktion. 

Ein merklicher Temperaturkoeffizient der Absorption wurde bisher 
in keinem der drei Lésungsmittel beobachtet. Wegen der einfacheren 
Handhabung wurde in allen Fiillen, in denen die Léslichkeitseigenschaften 
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dies gestatten, die ammoniakalische Lésung fiir das Verfahren bevorzugt. 
Merkliche Mengen an Salzen diirfen jedoch nicht anwesend sein. 

Eine Verschiebung der Absorptionsbande bei der Salzbildung an der 
Carboxylgruppe wurde nicht beobachtet, doch ist die Wasserstoffionen- 
konzentration nicht in allen Fallen ohne Einflu8. Fir die meisten Farb- 
stoffe kommt eine saure Reaktion der Lésung nicht in Frage, da sie 
unter diesen Bedingungen ausfallen, bei den Amphoteren jedoch ist 
eine deutliche Verainderung der Farbe sichtbar. Bei Zunahme der 
Aciditaét kommt eine zunehmende Rotfairbung durch Bildung von Azo- 
salzen hinzu. Fiir die meisten Farbstoffe ist es belanglos, ob sie in 
ammoniakalischer oder stark verdiinnter (etwa 1/50) Natronlauge ge- 
messen werden. Ammoniak hat jedoch den Vorzug, daB es sich durch 
kurzes Erwirmen rasch entfernen und sich auf diese Weise eine salzfreie 
nahezu neutrale Lésung erhalten 1aBt. 

Aus der Lage des Absorptionsmaximums ergab sich, da eine Messung 
im langwelligen Ultraviolett die héchste Empfindlichkeit ergeben wiirde, 
also zweckmaBig in einem objektiven Spektralphotometer auszufiihren 
ist. Da die Trennungsmethode zuweilen in Einzeltrennungen eine Ge- 
nauigkeit von 1% erwarten lieB, war eine méglichst hohe MeBgenauigkeit 
anzustreben: 

Das K ortiimsche Spektralphotometer schien diesen Anforderungen 
am besten zu geniigen und wurde im folgenden fiir alle Messungen ver- 
wandt. Da bei spiteren Messungen dieses Instrument nicht mehr zur 
Verfiigung stand, muBte ein Teil der Messungen mit dem Pulfrich- 
schen Stufenphotometer durchgefiihrt werden. Die MeBversuche mit 
der Quecksilberlinie im langwelligen Ultraviolett bei 366 mu, die nahezu 
im Maximum der Absorptionsbande liegt, ergaben eine rasche Zersetzung 
des Farbstoffes wihrend der Belichtung, so daB auch bei sehr rascher 
Messung keine konstanten Werte erhalten werden konnten. Die Ver- 


suche bei 405 my und mit der blauen Quecksilberlinie bei 436 my zeigten si 


diese Erscheinung nicht. Bei dem Kortiimschen Spektralphotometer 
wurde daher wegen der vorhandenen Filter mit einer Wellenlinge von 
436 my und bei dem Pulfrichschen Stufenphotometer bei 405 my ge- 
messen. Wenn auch die Empfindlichkeit hier bereits auf 1/, bzw. 1/; 
gesunken ist, so gestattet sie doch immer noch die Messung einer Menge 
von etwa 10-7 Mol und ist somit véllig ausreichend. Einen wesentlichen 
Vorteil wiirde das Arbeiten mit noch kleineren Mengen auch nicht bieten, 
da hier die Verfolgbarkeit der Farbe mit dem Auge aufhért. Bei An- 
wesenheit aller Aminosauren wiirde somit eine Einwaage von 1 bis 2 mg 
Aminosauregemisch fiir eine Gesamtanalyse ausreichen. 


Beobachtungen iiber das Verhalten der Farbstoffe 
im Hinblick auf einen Trennungsgang 
Fir die quantitative Durchfiihrung der beabsichtigten vielfaltigen 
Trennungsoperationen war es zunichst wichtig, zu wissen, ob der Farb- 
stoff hierbei nicht teilweise zerstért wird, bzw. welche Bedingungen 
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hierbei vermieden werden miissen. Verdiinnte Schwefelsaiure und Natron- 
lauge greifen in der Kalte nicht an. Beim Kochen wird in der sauren 
Lésung wahrend 1/, Stde. #-Aminoazobenzol vollstindig abgespalten, 
wihrend die alkalische Lésung keinerlei Zersetzung zeigt. Beim Kochen 
einer mit Chlorwasserstoff gesattigten Lésung von trockenem Dioxan 
sind die Farbstoffe bestiindig, in Methanol bildet sich unter gleichen 
Bedingungen in wenigen Minuten der Methylester. Salze haben keinerlei 
Wirkung. In wiBriger alkalischer Lésung sind alle Farbstoffe gegen 
Wasserstoffperoxyd mit Ausnahme des Serin- und Methioninfarbstoffes, 
der am Schwefel oxydiert wird, in der Kalte mehrere Tage bestindig. 
Auch Salpetrige Saure zerstért die Farbstoffe nicht. In Gegenwart 
organischer Lésungsmittel beobachtet man unter Umstinden Verande- 
rungen der Farbstoffe. Beim Vertreiben des Athers aus einer natron- 
alkalischen Farbstofflésung durch Erhitzen werden zum Beispiel meist 
etwa 30% des Farbstoffes unter Bildung eines alkaliunléslichen gefirbten 
Zersetzungsproduktes zerlegt. Bei Verwendung von Ammoniak tritt 
diese Erscheinung nicht auf. Eine Ausnahme bildet der Cystinfarbstoff, 
der auch hier gespalten wird. In etwas siurehaltiger Atherlésung 
werden die Farbstoffe innerhalb von 12 Stdn. bereits zu etwa 30%, 
irreversibel alkaliunléslich. Das gleiche gilt vom Amylather und Tetra- 
chlorkohlenstoff. Anders liegen die Verhialtnisse bei den Methylestern 
der Farbstoffe, die sich leicht und quantitativ mit Diazomethan in stark 
verdiinnter Atherlésung erhalten lassen. (Zeile u. Otzel erhielten bei 
hohen Konzentrationen in Methanol-Ather nur die Hydantoine. Ana- 
lytische Daten des Asparaginsaure- und Glykokollderivates finden sich 
im Versuchsteil.) Bei der Verseifung in 1/10-Natronlauge (nach vor- 
herigem Lésen in einigen Tropfen Methanol) tritt bei den leichter 
wasserléslichen Farbstoffen ganz ‘oder teilweise eine Spaltung am 
Aminosaurestickstoff auf, wihrend sich bei den iibrigen die freie Farb- 
siure bildet. Die Verseifung ‘erfolgt in »/10-Natronlauge bei 20° in 
wenigen Minuten vollstandig. Der Ester des Tyrosinfarbstoffs ]aBt sich 
aus einer atherischen Farbstofflésung mit /10-Natronlauge ausziehen, 
da die Phenolgruppe unter den oben genannten Bedingungen von Diazo- 
methan nicht angegriffen wird. Die Spaltung des Farbstoffes erfolgt 
erst nach einigen Minuten in der waiBrigen Lésung. Die Ester der Oxy- 
siurefarbstoffe sind rascher verseifbar als die der iibrigen Amino- 
siuren. 

Im Verlauf der Untersuchungen ergaben sich beim Arginindiureid 
besondere Schwierigkeiten sowohl bei der Herstellung einer Eichkurve 
als auch bei der Abtrennung durch Verteilung. Die Ursache liegt in der 
ungewohnlichen Schwerléslichkeit dieses Stoffes in fast allen Lésungs- 
mitteln. Der Stoff neigt auBerdem, einmal in Lésung gebracht, immer 
wieder zur Ausflockung. Der so entstehende Niederschlag konnte bisher 
nur durch Tetrahydrofuran mit Sicherheit quantitativ wieder in Lésung 
gebracht werden, so daB die quantitative Messung nur in diesem Lésungs- 
mittel durchgefihrt werden kann, Da das Diureid in Ather jedoch 
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nicht véllig unléslich ist und seine Verteilungseigenschaften eine Ab- 
trennung von den iibrigen Farbstoffen bisher nicht méglich machten, 
muB vorliufig eine Abtrennung der Hexon-Basen z. B. mit Wofatit! 
fiir eine gesonderte Bestimmung vorgenommen werden. Der bei der 
Umsetzung des Arginins stets vorwiegend entstehende amphotere Farb- 
stoff wurde bisher nicht praparativ dargestellt. Sein amphoterer Cha- 
rakter und quantitative optische Messungen sprechen fiir ein Monoureid. 
Durch Behandlung mit Salpetriger Siure in der Kalte wird es nicht ver- 
aindert, so daB anzunehmen ist, daB die Farbstoffkomponente am «a- 
Aminostickstoff angreift. Auch bei der Umsetzung des Lysins entsteht 
eine geringe Menge amphoterer Farbstoff. Es bildet ein schwerlésliches 
Silber- und Bleisalz. Durch Salpetrige Siure wird es desaminiert und 
es entsteht ein Farbstoff mit dem Verteilungsverhalten eines Oxyleucins. 
Priparativ wurde auch dieser Farbstoff aus Mangel an Material nicht 
dargestellt. Das Lysindiureid neigt in ammoniakalischer Lésung sehr 
zur Ausflockung. Der Niederschlag lést sich leicht in Tetrahydrofuran. 
Fiir Ornithin gilt das gleiche wie fiir Lysin. Mit Salpetriger Saiure entsteht 
das entsprechende Oxyvalin-Derivat. Der in den Verteilungstabellen 
aufgenommene Threoninfarbstoff wurde aus Mangel an Threonin ebenfalls 
bisher nicht’ priparativ dargestellt. Erginzend wird im Versuchsteil 
die Darstellung des Cysteindiureids, Bis-[#-benzol-azo-anilinoformy]]-/(-) 
cysteins, Schmp. 219°—220°, beschrieben. 

Einige Besonderheiten im chemischen Verhalten zeigen sich bei den 
Farbstoffderivaten des Cystins und Methionins. Der Farbstoff des 
Cystins zeichnet sich durch Unlislichkeit in Amylather besonders aus. 
Beim Schiitteln mit Amylather und primarer Kaliumphosphatlésung 
scheidet sich der Cystinfarbstoff zunichst unléslich ab, dann aber bildet 
sich bei mehrtagigem Stehenlassen ein in die Phosphatlésung wandernder 
Farbstoff. Der Amylaither muB bei dieser Reaktion, die offenbar eine 
Oxydation ist, wesentlich sein, denn, wie auch beim Methioninfarbstoff, 
gelingt sie mit Phosphat nur bei Anwesenheit dieses Athers. Butyl- und 
Athylather sind wirkungslos. Anscheinend das gleiche Oxydationsprodukt 
des Cystinfarbstoffes wird bei der Oxydation der freien Aminosaure in 
alkalischer Lésung in Wasserstoffperoxyd und nachfolgender Um- 
setzung zum’ Farbstoff erhalten. Eine Oxydation des fertig gebildeten 
Cystinfarbstoffes unter gleichen Bedingungen ist nicht zu erreichen. 
Da die Dithioverbindungen allgemein durch schwache Oxydation nur al 
einem Schwefelatom zur Sulfongruppe oxydiert werden, ware eine 
solche Oxydationsstufe auch hier anzunehmen. Abhnlich wie der Cystin- 
farbstoff verhalt sich auch das Methioninderivat. Im Gleichgewicht 
zwischen Amylither und Phosphatlésung wandert der zunichst vor- 
Ww iegend i im Ather geléste Farbstoff in einigen Tagen vollstandig in die 
wasserige Lésung. Die Untersuchung des entstandenen Farbstoffes er- 
gab, daB es sich wie beim Cystinfarbstoff um eine Oxydation handelt. 


1 A. Tiselius, B, Drake u. L, Hagdah!, Experientia 8, 21 |1947', 
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Ob es sich hierbei um ein Sulfoxyd mit Kristallwasser oder ein Sulfon 
handelt, konnte durch die Analyse nicht entschieden werden. Der gleiche 
Stoff bildet sich bei der Oxydation des Farbstoffes mit Wasserstoff- 
peroxyd in etwa 30 Min. Am unveranderten Methionin wurde die gleiche 
Oxydation beobachtet, wenn man ein methioninhaltiges Aminosiure- 
gemisch in ”/10-Natronlauge einige Tage unter Luftzutritt stehen lief. 
Es zeigt sich auch hier wieder, wie bei Cystin und Cystein eine Herab- 
setzung der Oxydierbarkeit des Schwefels im Farbstoff, denn der 
Methioninfarbstoff ist unter gleichen: Bedingungen mit Luft nicht 
oxydierbar. 

Dem Oxydationsprodukt des Methioninfarbstoffes kommen vdllig 
andere Verteilungseigenschaften als diesem selbst zu, so daB bei der 
Vorbereitung zur Analyse darauf geachtet werden muB. Aus den Ver- 
teilungsmessungen geht hervor, da8 dieser Stoff in seinen Eigenschaften 
dem Oxyprolin sehr nahe kommt. Diese grundlegende Anderung der 
Verteilungseigenschaften erméglicht eine leichte selektive Abtrennung, 
die sonst kaum durchfiihrbar wire. In besonders deutlicher Form tritt 
dies bei den Methylestern hervor. Wihrend zwar die Methylester des 
Cystin- und Methioninfarbstoffes bei der Verteilung zwischen Benzin 
und Wasser sich nicht in Benzin lésen, sondern wie die Oxysiureni als 
Niederschlag ausfallen (wie auch die Diureide der Basen infolge ihrer 
zweiten Harnstoffbriicke), so fehlt bei dem oxydierten Methioninfarb- 
stoff sogar jede Niederschlagbildung. Er ist vollstindig in der wasserigen 
Phase gelést. 


Konstitution und Verteilung 


Bei den ausgedehnten Untersuchungen zur Auffindung geeigneter 
Verteilungen fiir die Trennung der Farbstoffe zeigten sich bald sehr 
deutliche Beziehungen zwischen den einzelnen Atomgruppen der Amino- 
siuren und ihren Verteilungseigenschaften. Bei den Verteilungen iiber- 
lagern sich im allgemeinen verschiedene Einfliisse, die auf den Farbstoff 
je nach Eigenart verschieden stark wirken: 

Die Wasserstoffionenkonzentration der wiBrigen Lésung, die Aus- 
salzwirkung, die Léslichkeit im organischen Lésungsmittel und die Nei- 
gung zur Bildung schwerléslicher Salze. Die Betrachtung der Farbstoffe, 
geordnet nach funktionellen Gruppen der Aminosiure li8t die Gleich- 
artigkeit der Wechselwirkungen bei gleicher funktioneller Gruppe deut- 
lich erkennen. Das Grundsitzliche hieriiber findet sich bereits bei Zeile 
und Otzel. Da jedoch diese Beziehungen das Verstindnis der Methcde, 
fiir die Beurteilung des Ergebnisses und fiir die eventuelle Auffindung 
neuer Verteilungen wichtig erschien, sei nochmals ausfiihrlich darauf 
eingegangen. 

Die Farbstoffe der Monoaminocarbonsiuren zeigen mit zunehmen- 
der Zahl von Methylengruppen eine zunehmende Lipoidléslichkeit und 
Aussalzbarkeit. Nur der Farbstoff des Prolins macht, wie in der folgen- 
den Gruppe der des Oxyprolins, im Sinne einer abnormen Wasserlislich- 
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keit eine Ausnahme. Diese Eigenschaft scheint durch das Pyrrolidin- 
ringsystem bedingt zu sein, wie sich auch an der geringen Léslichkeit 
des Methylesters in Benzin im Gleichgewicht mit methanolhaltigem 
Wasser im Verhialtnis zu dem, die gleiche Zahl von Methylengruppen 
auufweisenden Valinfarbstoffester zeigen 1aBt. 

Durch den Eintritt einer Oxygruppe in das Molekiil wird bei fehlen- 
der Aussalzwirkung die Begiinstigung der wiBrigen Lésung im Ver- 
gleich zur vorigen Gruppe sehr auffallig. Sie geht z. Tl. sogar soweit, dab 
der EinfluB der Zahl der Methylengruppen praktisch unmerklich bleibt. 
Dieser tritt erst bei starker Aussalzwirkung wieder hervor. Am starksten 
wird der EinfluB der Oxygruppe bei Veresterung der Carboxylgruppe 
sichtbar. Wiahrend sich alle Methylester der Farbstoffe der vorigen 
Gruppe mehr oder weniger im Gleichgewicht Benzin—Wasser in das 
Benzin verteilen, sind die Ester aller Oxysiuren.darin unléslich. Sogar 
der Ester des Tyrosinfarbstoffes ist véllig unléslich trotz des aromati- 
schen Ringes und wird selbst von Tetrachlorkohlenstoff nur wenig gelést. 
Auch im -Tetrachlorkohlenstoff sind die Ester der niederen Oxysiure- 
farbstoffe im Gleichgewicht mit Wasser praktisch unldslich. Er lést 
Oxyverbindungen wesentlich leichter als Benzin und muB auch bei den 
homologen Estern der Oxysiurefarbstoffe mit wachsender Kettenlinge 
eine gréBere Aufnahmetendenz zeigen. Die kritische Grenze scheint 
zwischen Threonin- und Oxyvalinfarbstoff (durch Desaminierung vom 
Ornithinmonoureid erhalten) zu liegen. Dieser verteilt sich, gleichgiiltig 
von welcher Phase aus, vorwiegend in den Tetrachlorkohlenstoff, wah- 
rend das Threoninderivat aus der wifrigen Phase praktisch vollstandig 
als Niederschlag an der Phasengrenze verbleibt. Die Léslichkeit in 
Wasser ist bei allen gering. Beim Schiitteln mit Tetrachlorkohlenstoff 
oder Benzin scheiden sich die Farbstoffe als Niederschlage an der Phasen- 
grenze ab. 

Ahnlich wie durch den Eintritt einer Oxygruppe veriandert sich 
das Verteilungsbild durch Eintritt einer Sulfoxyd- oder Sulfongruppe, 
wie sie bei den Oxydationsprodukten des Methionin- und Cystinfarb- 
stoffes auftreten. Auch die Léslichkeit der Methylester entspricht dem 
weitgehend. Sie sind sogar noch starker wasserléslich als die Ester der 
Oxyséuren. Eine weitere Steigerung der Wasserléslichkeit wird durch 
den Eintritt einer 2. sauren Gruppe in das Molekiil bewirkt. Bei den 
Glutaminsaure- und Asparaginsaurefarbstoffen entfallt gegeniiber den 
vorigen Gruppen fast jede Aussalzbarkeit bei alkalischen Reaktionen, 
vor allem tritt kein Farbstoff in das organische Lésungsmittel tiber. 
Erst bei schwach saurer Reaktion ist die Aussalzbarkeit wieder deutlich 
vorhanden. Am starksten ist die Wasserléslichkeit bei den amphoteren 
Farbstoffen des Lysins, Arginins und Histidins mit freier Aminogruppe 
ausgeprigt. Sie sind auch am isoelektrischen Punkt kaum in organische 
Lésungsmittel zu iiberfiihren. Ather lést nur noch sehr geringe Mengen. 

Bei der bisherigen Betrachtungsweise blieb der EinfluB des Lésungs- 
mittels und des Azobenzolharnstoffanteils weitgehend unberiicksichtigt. 
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Dies war méglich, weil dieser Einflu8 bei allen Farbstoffen nahezu der 
gleiche ist. Ganz allgemein kann gesagt werden, daB die Léslichkeit der 
Farbstoffe mit steigendem Kohlenwasserstoffrest des Lésungsmittels 
abnimmt, gleich um welche der folgenden Verbindungsklassen es sich 
handelt. Am besten lésen Ketone, es folgen Alkohole, Ester und Ather. 
Auch Chloroform lést verhaltnismaBig gut. Fiir die Gleichgewichte 
wurden zur Vereinfachung nur Essigester, Athyl-, Butyl- und Isoamy]- 
ither verwandt. Benzin und Tetrachlorkohlenstoff lésen den Farbstoff 
nicht. Fiir diese Léslichkeitsunterschiede ist vorwiegend nicht der 
Aminosaure-, sondern der Azobenzolharnstoffanteil verantwortlich. 
Dies 18t sich leicht an 2 Beispielen zeigen: Der Valin- und Leucinfarb- 
stoff lést sich leicht in Amylather, dagegen sind die Farbstoffe des Lysins 
und Ornithins mit einer zweiten Azobenzolharnstoffgruppe trotz der 
zusitzlichen 2 aromatischen Ringe und der gleichen Zahl von Methylen- 
gruppen unter den gleichen Bedingungen vollig unléslich. Ahnlich verhalt 
sich der Cysteinfarbstoff. Wie die Léslichkeit der Farbstoffester in 
Benzin zeigt, ist jedoch die Harnstoffbriicke allein dafiir auch nicht aus- 
reichend. Erst ihr Zusammenwirken mit einer Carboxylgruppe scheint 
die erwihnte Wirkung hervorzurufen. Es bleibt besonders auffallig, daB 
der Aminosaureanteil seinen Charakter dem Farbstoff in so fein differen- 
zierter Weise aufzwingt, trotz der beiden aromatischen Ringe, die der 
Aminosaure anscheinend nur das organische Lésungsmittel zuganglich 
machen. Auf die Struktur und optische Isomerie der natiirlichen Amino- 
siuren spricht jedoch das Verteilungssystem nicht mehr an. So zeigen 
z. B. Leucin- und Isoleucinfarbstoff véllig gleiche Eigenschaften und es 
ist anzunehmen, daB z. B. die Serin- und Isoserinderivate sich ebenfalls 
gleichartig verhalten werden. Es ist ferner belanglos, ob eine d- oder 
l-Aminosdure oder das Racemat verwandt wird. Dies gilt nicht nur fiir 
die Verteilungseigenschaften, sondern auch fiir andere Methoden, die 
noch veréffentlicht werden sollen. 

Aus den beschriebenen Beziehungen zwischen Konstitution und Ver- 
teilung ergibt sich auch, daB, wenn es méglich sein wird, jeden Farbstoff 
abzutrennen, ein qualitativer Nachweis der Aminosdéuren durch Charak- 
terisierung durch Gleichgewichte erfolgen kann. Dies wiirde zugleich 
eine Kontrolle der Analyse oder auch gegebenenfalls eine Nachweis- 
méglichkeit fiir bisher nicht bekannte Aminoséuren ergeben. 


Gegenseitige Beeinflussung der Farbstoffe 
im Gleichgewicht 


Rei dem Versuch, aus der Vielzah] der Verteilungen einen Trennungs- 
plan zusammenzustellen, muBten folgende Gesichtspunkte maBgebend 
sein: 

Die Auftrennung durch Verteilung ist am besten gewihrleistet, wenn 
es gelingt, Verteilungen zu finden, bei denen eine Gruppe jeweils von 
einer Phase véllig ausgeschlossen ist. 
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Die Trennung durch Anreicherung mittels wiederholter Verteilung 
hat nur dann einen vorauszuberechnenden Trennungserfolg, wenn die 
Farbstoffe sich im-Gemisch gegenseitig nicht beeinflussen, d. h., die 
Konstanz des Verteilungsquotienten gewahrleistet ist. Falls ein Stoff 
ganz oder teilweise einen Niederschlag bildet, diirfen die iibrigen nicht 
mit eingeschlossen oder mitgerissen werden. 

Die experimentelle Nachpriifung dieser Fragen hatte folgendes Er- 
gebnis: Die Konstanz des Verteilungsquotienten eines einzigen Farb- 
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stoffes ist in sehr weitem Konzentrationsbereiche vorhanden. Im Ge- 
misch ist sie nie vollstandig gewahrt. Es kommen Abweichungen nach 
jeder Phase hin vor. Die GréBe der Abweichungen ist sehr unterschied- 
lich. So wird z. B. bei der Verteilung von Phenylalanin-, Leucin- und 
Valinfarbstoff zwischen Essigester und verdiinnter Ammoncarbonat- 
lésung eine starke Begiinstigung des organischen Lésungsmittels be- 
obachtet. Abhnlich liegen die Verhaltnisse bei der Verteilung von Glu- 
taminsdure- und Asparaginsiurefarbstoff zwischen Ather und gesiittigter 
Ammonchloridlésung und der von Oxyprolin- und Glykokollfarbstoff 
zwischen Ather und verd. Schwefelsiiure. Eine, wenn auch geringe Be- 
giinstigung der waBrigen Lésung zeigt sich bei den Verteilungen zwischen 
Ather sowie Butylather und 5-proz. primarer Kaliumphosphatlésung. 
Die Frage, inwieweit ein niederschlagbildender Farbstoff einen anderen 
mitreiBt, wurde an verschiedenen Verteilungen gepriift. Bei der Zu- 
sammenstellung von Ather und Kaliumcarbonatlésung (0,4 g/cem) sollte 
sich der Tyrosinfarbstoff vollstindig von denen des Phenylalanins, 
Leucins und Valins trennen lassen. Sie bilden jedoch in bestimmten 
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Mengenverhiltnissen einen Niederschlag, aus dem sich auch bei Wieder- 
holung der Trennung keine Komponente herauslésen 1aBt. Nur die von 
diesem Verhaltnis abweichende Farbstoffmenge léBt sich abtrennen. 

Anders liegen die Verhaltnisse bei Verwendung von Ammoncarbonat 
als basischem Salz. Bei der Verteilung von Methionin- und Glykokoll- 
farbstoff zwischen Ather und Ammonchloridnitratlésung wird nur ein 
geringer Teil Methioninfarbstoff vom Glykokollniederschlag festgehalten 
und die erste Wiederholung fiihrte bereits zu einer vollstindigen Tren- 
nung. Wird das Gleichgewicht zwischen Essigester und Kaliumcarbonat- 
lésung (0,7 g/ecm) verwandt, so beeinflussen sich nur Oxyprolin-, Cystin- 
und der Dicarbonsiurefarbstoff. Zunachst bildet sich ein Niederschlag, 
der eine bestimmte Menge Dicarbonsiure einschlieBt. Er dissoziiert 
nach langerer Zeit vollstindig. Ein sich nicht auftrennender Nieder- 
schlag bildet sich, wenn Cystinfarbstoff in Gegenwart von Glutamin- 
siure- und Asparaginsiurefarbstoff als Silbersalz gefallt wird. Die Ver- 
haltnisse liegen hier ahnlich wie bei dem Beispiel des Tyrosin- und 
Leucinfarbstoffs, nur spielt hier das organische Lésungsmittel keine Rolle 
und kann vollstandig fehlen. Allgemein la8t sich bei basisch-waBrigen 
Lésungen feststellen, da&B beim Schiitteln zunichst eine weitgehende 
Niederschlagbildung auftritt, die mehr oder weniger rasch durch Disso- 
ziation in beide Phasen hinein aufgehoben wird. Niederschlige, die sich 
bei schwach saurer Reaktion der waBrigen Lésung, z. B. bei der Ab- 
scheidung des Cystinfarbstoffes durch Amylither und primire Kalium- 
phosphatlésung bilden, schlieBen keine anderen Farbstoffe ein. Auch 
dann nicht, wenn der Niederschlag durch eine zusitzliche Aussalzwirkung 
hervorgerufen ist. 

Ks hat sich somit gezeigt, daB unter geeignet gewahlten Bedingungen 
die Voraussetzung fiir die Entwicklung eines Trennungsverfahrens auf 
Grund von Verteilungen durch ausreichende Konstanz der Verteilungs- 
quotienten und durch unabhingiges Verhalten der Farbstoffe bei Nieder- 
schlagsbildung gewihrleistet ist. 

Mit der quantitativen Priifung der Konstanz der Verteilungs- 
quotienten im Gemisch wurde auch die Frage gepriift, inwieweit sich 
zwei oder drei Farbstoffe, deren Verteilungsquotienten fiir eine Trennung 
nicht geniigend verschieden sind, durch Berechnung bestimmen lassen. 
Bei zwei Farbstoffen wiirde eine einmalige Verteilung und Messung der 
Farbstoffmenge und des Volumens jeder Phase die notwendigen MeB- 
daten liefern. Bei drei Farbstoffen wiire eine zweifache Ausschiittelung 
der Ausgangsphase und Messung der drei Farbstoffmengen notwendig. 
Die Versuche ergaben bei drei Komponenten bei allen erprobten Gleich- 
gewichten keine befriedigenden Ergebnisse. Dagegen waren die Ver- 
suche mit zwei Komponenten zufriedenstellend. Die Abweichungen der 
Verteilungsquotienten im Gemisch waren in diesen Fallen klein genug, 
um bei aquimolaren Mengen Farbstoff eine Fehlerbreite von 5% ein- 
zuhalten. Fiir ein Dreikomponentensystem wird der Fehler bereits zu 
groB. Aus diesen Versuchen geht auch hervor, da® sich fiir diese Art 
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der Bestimmung keine Fehlergrenze angeben ]éBt. Ein geringer pro- 
zentualer Fehler bei der in der Hauptmenge vorhandenen Aminoséaure 
bedingt bei der in geringerer Menge vorhandenen einen erheblichen, der 
um so gréBer ist, je geringer die Menge dieser Aminosaure ist. Eine 
besondere Bedeutung erhalten die Verhaltnisse bei der Priifung der Frage, 
ob eine Endfraktion einer Trennung tatsichlich nur aus dieser einen 
Aminosaure besteht oder ob auch noch eine andere verschleppt worden 
ist, oder eine nicht bekannte Aminosiure sich in dieser Fraktion ein- 
gefunden hat. Besonders erschwert wird die Beurteilung dadurch, daf 
es sich immer um solche Farbstoffe handelt, die durch nahe Verwandt- 
schaft ihres Verteilungscharakters ausgezeichnet sind. Line solche 
Priifung auf Einheitlichkeit mu daher in mehreren Gleichgewichten 
vorgenommen werden, von denen bekannt ist, daB die Konstanz der 
Verteilungsquotienten hinreichend gewahrt ist, und die fiir die in Frage 
kommenden Farbstoffe méglichst groBe Unterschiede in der Verteilung 
zeigen. Als geeignete Gleichgewichte dieser Art- wurden bisher Athyl- 
und Butylither im Gleichgewicht mit primarer Kaliumphosphatlésung 
und Athyl- und Butylaither im Gleichgewicht mit Ammoniumchlorid. 
Carbonatlésung festgestellt. 

Die Untersuchungen ergaben somit, daB die Extinktion der Farb- 
stoffe eine Bestimmung von 10-? Mol an gestattet, das Beersche Gesetz 
erfiillt ist und die Monoureide die gleiche Extinktion zeigen. Die Ver- 
teilungseigenschaften lassen die Méglichkeit einer Auftrennung in Grup- 
pen erkennen, eine vollstindige Trennung aller Aminoséuren nach 
diesem Prinzip kann nicht erwartet werden. Eine rechnerische Bestim- 
mung fiir 2 nicht trennbare Farbstoffe wurde entwickelt und die Kon- 
stanz der Verteilungsquotienten gepriift. Aus der geringen Léslichkeit 
bei Verteilungen und der Neigung zur Abscheidung an der Phasengrenze 
ergibt sich die Notwendigkeit zur Entwicklung eines Mikroverfahrens. 
In der nachfolgenden Mitteilung wird ein Trennungsplan auf der Ver- 
teilungsgrundlage und durch ergiinzende Methoden beschrieben. 


Beschreibung der Versuche 
Farbstoffbildung 


Fiir die Zwecke der Mikrotechnik erwies sich die nachfolgend gegebene Vor. 
schrift zur Kuppelung der Aminosiéuren mit p-Benzolazoisocyanat als zweckmaBig: 

Je nach der -Zusammensetzung des Aminosiuregemisches werden mit der 
Mikrowaage etwa 5 mg genau abgewogen. Die Héhe der Einwaage richtet sich 
nach der in geringster Menge vorhandenen Aminosiure, die 2- 10-7? Mol bei der 
zur Trennung verwandten Menge nicht unterschreiten soll. Die eingewogene Menge 
wird in ein 2-ccm-MeBkélbchen gebracht und in etwa 1,5 ccm 5-proz. Natrium- 
carbonatlésung gelést. Die Flissigkeit zeigt dann ein pH von etwa 10,5 bis 11. 
Darauf wird mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Dieser Lésung werden zur Ana- 
lyse mit einer Mikropipette (1/;99.-ccm-Teilung) 0,4—0,5 com entnommen, in ein 
8 bis 10 com fassendes Erlenmeyerkélbchen gebracht und 4 bis 5 ccm einer frisch 
bereiteten Acetonlésung (wasserfreies Aceton) mit einem Gehalt von etwa 3 bis 
4 mg Azobenzolisocyanat unter raschem Umschiitteln zugegeben. 
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Nach 1 bis 2 Min. werden zu der so erhaltenen Reaktionsmischung etwa 
5ccm Wasser gegeben, das Aceton im Vakuum entfernt, die Lésung in einen 
Schiitteltrichter iibergespiilt, verd. Schwefelsiure zugegeben bis zur mineral- 
sauren Reaktion und erschépfend ausgeithert. 

Die vereinigten Atherlésungen werden mit etwa n/10-Ammoniak erschépfend 
ausgezogen. Der Hauptteil des iiberschiissigen Farbstoffes verbleibt im Ather. 
Zur Entfernung des Restes wird durch Ansduern und Ausithern nochmals in 
Ather und durch Ammoniak wieder in die wisserige Phase iiberfiihrt. 


Die Durchfiihrung der Messung 


1. Vorbereitung der MeBlésungen 

Die ammoniakalischen Farbstofflésungen werden durch kurzes Aufkochen 
vom organischen Lésungsmittel und der Hauptmenge des Ammoniaks befreit und 
durch ein Papierfilter staubfrei in ein MefSkélbchen geeigneter Gréfe filtriert. 
Die Wahl des MeBkolbens richtet sich nach der Farbstarke der Lésung. 


2. Vorbereitung des Kortiimschen Spektralphotometers 

Als Lichtquelle dient eine Quecksilberlampe, als Filter ein Spezialfilter fiir 
die Blau- Quecksilberlinie bei 436 , das Doppelfilter GG 15—35489 und G 12—32213 
und als MefigefaiB die 5-cm-Kiivette. Bei Zimmertemperatur kann auf die Ver- 
wendung des Héppler-Thermostaten verzichtet werden. Bei abnormen Raum- 
temperaturen soll er angeschlossen sein mit einer Temperatureinstellung von 
+ 20° C. In diesem Fall muB der MeBkolben vor dem Auffiillen bis zur MeBmarke 
ebenfalls auf eine Temperatur von etwa 20° gebracht werden. 


3. Eichfaktoren 
Als Eichfaktor wird die Zahl bezeichnet, die durch Multiplikation mit den 


























bei der Messung abgelesenen Skalenteilen den Gehalt der Lésung an Aminosiiure- 
farbstoff in 10-¢ Mol/l ergibt. 
a) Fiir das Kortiimsche Spektralphotometer 
Monoureide | Arginindiureid | Lysindiureid | Cystinfarbstoff 
verd. Ammon. 2,105 1,313 1,088 
Methanol .. . 1,320 
Essigester . . . 2,849 
b) Fiir das Pulfrichsche Stufenphotometer 
Monoureide | Arginindiureid | Lysindiureid | Cystinfarbstoff 
verd. Ammon, . 2,94 1,55 
Methanol ... . 3,30 4 
Tetrahydrofuran 0,94 1,32 








4. Berechnung der Ergebnisse 
Nachdem die MeSwerte durch Beriicksichtigung der Trogdifferenz korrigiert 


'} worden sind, erfolgt die-Berechnung der Molzah! mit Hilfe des EKichfaktors unter 


Beriicksichtigung des Volumens der MeBlésung nach der Formel: 
| S-F-V = Mol-10-® Aminosiure 
wobei S = Skalenteile 
F = Eichfaktor 
V = Volumen der MeBlésnng in Litern. 
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Soll das Ergebnis in mg ermittelt werden, so erhalt man den Wert nach der Glei- 
chung: 


s-F-V-M 
1000 
wobei M = Molekulargewicht der gemessenen Aminosiure. 





= mg Aminosaure, 


Wahl der GréBe der Fliissigkeitsvolumina 


Die bei den Verteilungen verwandten Raumteile beider Phasen miissen so 
bemessen werden, daB sich alle Trennungen in einem Scheidetrichter von etwa 
100 ccm Inhalt durchfiihren lassen, d. h. eine Phase soll etwa 70 bis 80 ccm nicht 
iiberschreiten und nicht unter 15 ccm sinken. Zu groBe Volumina werden un- 
handlich und ergeben beim Ausziehen des Farbstoffes leicht Verluste dadurch, 
daB sehr geringe Konzentrationen iibersehen werden, jedoch infolge des grofen 
Volumens einen durchaus merklichen Bruchteil der Gesamtmenge darstellen. Zu 
kleine Volumina fithren leicht zu Niederschlagsbildungen, die schon in noch un- 
sichtbarer Menge zu Stérungen AnlaB geben. ‘ 


Unterbrechung der Analyse 


Ist bei der Durchfiihrung der Analyse eine Unterbrechung notwendig, so 
miissen die Farbstoffe fiir die Dauer der Unterbrechung (z. B. iiber Nacht) in 
ammoniakalische Lésung iibergefiihrt werden. In dieser Form sind die Farbstoffe 
1—2 Monate*unverandert haltbar. Nur beim Asparaginsiurefarbstoff zeigt sich 
nach 2 Monaten bereits eine erkennbare Zersetzung. 

Allgemein ist darauf zu achten, da eine scheinbar farblose Lésung noch 
beachtliche Mengen Farbstoff enthalten kann. Erschépfendes Ausziehen be- 
deutet daher, da8 die Extraktionsfliissigkeit mindestens dreimal scheinbar farblos 
gewesen sein muh. 


Verteilungen der Aminoséurefarbstoffe 
Allgemeine Vorbemerkungen 


Die in der Tabelle aufgefiihrten Gleichgewichte stellen keine Prizisions- 
messungen dar, sondern haben nur allgemein orientierenden Charakter. Der 
TemperatureinfluB ist nach bisherigen Beobachtungen nicht erheblich, jedoch bei 
der Prifung auf Einheitlichkeit eines Farbstoffes nicht zu vernachlassigen. Bei 
der Angabe ,,gesittigte Lésung“ ist durchschnittlich eine Temperatur von 15°—16° 
zugrunde gelegt. Doppelbestimmungen und Kontrollen wurden nur bei besonders 
wichtigen Gleichgewichten durchgefiihrt. Da auch geringe Verunreinigungen der 


organischen Lésungsmittel einen Einflu8 haben, ist es fiir die Durchfiihrung einer * 
Prifung auf Einheitlichkeit in jedem Fall notwendig, mit den gleichen waBrigenf 


Lésungen, organischen Lésungsmitteln und dem analysenreinen Farbstoff eine 
Kontrollbestimmung zu Machen. Besonders starken KinfluB haben, wie sich spiter 


bei Nacharbeitungen zeigte, Spuren von Beimischungen im Ather. Es ist z. B. die “ 


Reinheitsbezeichnung ,,Ather D.A.B. 6“ nicht vollig ausreichend: Das gilt in sehr 
hohem MaBe fiir die Verteilung des Arginindiureids. Es wurde daher bei den spateren 


Trennungen iiber Natrium destillierter Ather vorgeschrieben. Bei der Angabe Se 


,sNiederschlag‘‘ haben die Konzentrationsangaben den Sinn einer Grenzkonzentra- 
tion zwischen jeder Phase und dem Niederschlag, nicht aber zwischen beiden Phasen. 
Das Gleichgewicht, das sich bei Unterschreitung der Niederschlagskonzentration 
einstellt, weicht meist erheblich davon ab. Die Angabc1 iiber die Grenzkonzen- 
trationen sind haufig nicht streng vergleichbar, da sie bei der Einstellung des 
Gleichgewichtes erheblich gréfer sind als nach langerer Zeit, d. h. es miiBte eigent- 
lich die Zeit angegeben sein, die zwischen Einstellung des Gleichgewichtes und der 
Messung vergangen ist. Bei manchen Niederschlagen hat sich erst nach 48 Stdn. 
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zweckmifigerweise aus. 
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Ather!-Ammonchlorid-Carbonatlésu ng 
(Gesittigte Ammonchloridlésung mit 3 ccm gesittigter Ammoncarbonatlisung* 


auf 100 ccm) 
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der Endzustand eingestellt. Zur Charakterisierung scheiden diese Gleichgewichte 
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Aminosiaure- % in wiBriger Aminosiure- % in waBriger 
farbstoff Lésung farbstoff Lésung 
Glykokoll ..... 100 Threonin..... 99 
DT 71 Oxyvalin..... 91 
et 71 Oxyleucin 74 
Methionin B45 21 EVROMME Sh 5. ies 12 
Cystin-methylither 73 Tyrosin-methylither 1,9 
Methioninoxyd 100 Glutaminsaure 100 
MMe 5) 3 Se 11 Asparaginsiure 100 
Tego ...... 3,8 Cystine 4s ss es 08 
Phenylalanin 1,5 Arginin-diureid vi 
Oxyprolin 100 Arginin-diureid 974 
Tryptophan 7,9 Lysin-diureid . 0 
oer 100 Ornithin-diureid . . 0 
1 Ather D.A.B. 6 mit Wasser gewaschen. 
® Kann auch durch einen Tropfen kenz. Ammoniak ersetzt werden. 
3 Liegt vollstindig als Niederschlag vor. 
4 Verteilung mit Ather iiber Natrium destilliert. 
Ather-Ammonchlorid-Nitratlésung 
(Gesittigte Ammonchloridlésung mit 3 ccm gesittigter Ammoncarbonatlésung auf 
100 ccm, mit festem Natriumnitrat gesiittigt) 
Organ. Lé- i - ee 
Mapes : : WaBr. Lésung| % in waBriger] ,,. 
Aminosiurefarbstoff sungsmittel i I f 
- . 1 0" Mol /ecm 10-*Mol/cem| —Lésung Niederschlag 
Glykokoll ...... 0,00091 100 + 
a 0,0564 0,0743 57 
or 0,0019 0,0069 78 + 
Methionin ...... 0,14 0,0083 5,8 
Methioninsulfoxyd 100 
See 0 
a 0 
Phenylalanin. . . . . 0 
Tryptophan ..... 0 
Oxyprolin ...... 0,086 100 +} 
MES o-3) a we 0,0047 100 + 
Threonin ...... 0,061 0,087 59 
Oxyvalin ...... 0,0026 0,0029 52 
Oxyleucin ...... 0,0036 0,00075 1,7 
_pAsparaginsiure . 100 + 
Glutaminsiure . 0,065 100 + 
Cystin. . . . 0 0 + 
eS See 100 
I eg Hs 0 
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Butylather-Ammonchlorid-Carbonatlésung 


(Gesattigte Ammonchloridlésung mit 3 ccm gesiittigter Ammoncarbonatlésung auf 
00 ccm) 














Aminosaurefarbstoff | % in waiBriger Lésung 
Phenylalanin . a eo 47 
(oe ee eee ere 77 





40 





Amy laither-Phosphatlésung 
(5g primares Kaliumphosphat auf 100 ccm Wasser) 



























































Aminosaure- 4 in wiBriger Aminosiure- % in waBriger 
farbstoff . pe rome farbstoff Lésung 
Ee Se Threonin:.°. ... 97 
Aten Sek 22 MOTONM 45.0 is) 13 
| eee 65 Tyrosin-methylither 2,6 
Methionin! ca. 10 Asparaginsaure 100 
Methioninsulfexya 100 Glutaminsiure’. . 100 
Ten os : 0 CoS aa ee 0 
Leucim ...... 0 RUE Noe 35). 8. 100 
Phenylalanin .. . 0 Arginin-diureid* 100 
Tryptophan .... 32 Lysin-diureid * 0 
Oxyprolin : 100 Ornithin-diureid? 0 
Aa See ae 98 





s. erginzende Angaben zum Methionin. 









Amy lather-Phosphat-Nitratlésung 
(5-proz. prim. Kaliumphosphatlésung gesiattigt mit festem Natriumnitrat) 


1 Der Farbstoff verindert sich bei der Einstellung des Gleichgewichtes; 


* Der Farbstoff liegt vollstindig als Niederschlag vor (Arginin fast voll- 
stindig, wiBrige Lésung 0,003 - 10-* Mol/ccm). 














Organ. Lé- 
sungsmittel 
10-® Mol/ecm 





Aminosaurefarbstoff 









WaBrige 
Lésung 
10-* Mol/ccm 


% in waBriger 
Lésung 


Niederschlag 
















Glykokoll ...... 0,13 
Alanin. 

5 i i ae 0,047 
Methionin ...... 





Methioninsulfox yd 










Phenylalanin. ... . 

Tryptophan ..... 
Oxyprolin...... (Spuren) |. 
RE eS 8. gs bo Se 0,0094 















1 Liegt vollstindig als Niederschlag 


0,13 


0,0050 


0,010 100 
0,0096 51 
0,0019 





vor. 





aL 








+ 
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Essigester-Kaliumcarbonatlésung 
(0,7 g wasserfreies Kaliumcarbonat auf 1 ccm Wasser) 





Aminosaurefarbstoff 


Organ. Lé- 
sungsmittel 
10° Mol/cem 


WaBrige 
Lésung 
10-6 Mol/ecm 


ee 
in wabriger 
Lésung 





Phenylalanin 
Tryptophan 
Oxyprolin 


Asparaginsiure. .. . 
Glutaminséure ... . 


0,061 





0,019 
0,0058 


0,0041 








0 
0 
0 
4,9 
0 





Verteilung einiger Farbstoff-Methylester 


a) Verteilung zwischen Petrolather und Wasser (0,5% Methanol). 





Aminosiaure- 
farbstoffe 





Konzentration 
in Benzin 
in 10-7? Mol/ecm 


Konzentration 
in Wasser 
in 10-7 Mol/cem 


Nieder- 
schlag 


Lésung 





Methioninoxyd . 
Leucin Tee 
Phenylalanin . . 
Oxyprolin . 
Serin 


Tyrosin .... 





Gesamtmenge 
Gesamtmenge 
0,0 
0,0 
0,0 
0,0 





0,00089 
0,00043 
Gesamtmenge 

0,0 

0,00035 
0,00030 
0,00032 
0,00029 





66 
58 
100 
0 

0 
100 
100 
100 
100 





b) Verteilungen zwischen Tetrachlorkohlenstoff und Wasser 
(0,5 % Methanol) 





Aminosaure- 
farbstoffe 


Konzentration 
in Tetrachlork. 
in 107? Mol/ccm 


Konzentration 
in Wasser 
in 10-7 Mol/cem 


Nieder- 


schlag Lésung 





Glykokoll 


Methioninoxyd . 
Valin 

Bouciy 5. ke 
Phenylalanin. . 
Oxyprolin . . . 
Serin 

Threonin 





0,00088 
Gesamtmenge 
Gesamtmenge 
Gesamtmenge 
Gesamtmenge 
Gesamtmenge 

0,00038 

0,00024 

0,00037 








14 
0 

0 
100 
0 

0 

0 
49 
55 


52 








Niederschlag 


% Farbstoff 
in wiBriger 


% Farbstoff 
in waBriger 
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Untersuchungen iiber die Konstanz der Verteilungsquotienten 
im Farbstoffgemisch 
1. Experimentelle Durchfihrung 

Die Farbstoffe werden in das organische Lésungsmittel iiberfiihrt, dieses 
zweimal mit der wifrigen Lésung von gleichem Volumen ausgeschiittelt und der 
Farbstoff dieser drei Lésungen in Ammoniak gemessen. Zur Vermeidung von 
nachtriiglichen Volumeniinderungen wurde feuchtes organisches Lésungsmittel 
und mit organischem Lésungsmittel gesiittigte wiBrige Losung verwendet. 


2. Allgemeine Versuchsdaten 
I. Gemisch: Glykokoll, Serin, Oxyprolin 
Gleichgewicht: Ather — Phosphatlésung 
Volumen beider Phasen in ccm: 25: 25. 


Molverhiltnis der Aminosiiurefarbstoffe: 1,000 : 0,833 : 3,380. 
Verteilungsquotient der Aminosiiurefarbst.: Glykokoll 0,938, Serin 0,807, 


Oxyprolin 0,538. 
II. Gemisch: Alanin, Prolin, Serin 

Gleichgewicht: Butylaither — Phosphatlésung. 

Volumen beider Phasen in ccm: 25: 25. 

Molverhiltnis der Aminosaurefarbst.: 1,000 : 0,345 : 1,325. 

Verteilungsquotient der Aminosiiurefarbst.: Alanin 0,942, Prolin 0,768, Serin 
0,166 : 

III. Gemisch: Phenylalanin, Leucin, Valin 


Gleichgewicht: Essigester — Ammoncarbonatlésung. 

Volumen beider Phasen in ccm: 30: 30. 

Molverhialtnis der Aminosiurefarbst.: 1,000 : 1,137: 1,500. 

Verteilungsquotient der Aminosiiurefarbst.: Phenylalanin 0,716, Leucin 0,553, 
Valin 0,281, 


3. Verteilungsdaten 





log der im organ. Lésungsmittel befindlichen Mol 
Aminosiurefarbstoff 











Gemisch Verteilung 0 
(Gesamtmenge in Verteilung 1 Verteilung 2 
org. Lésungsmittel) 
I berechnet 0,654—7 0,500—7 
gefunden —— 0,629—7 0,470—7 
II berechnet 1.038—7 0,761—7 0,618—7 
gefunden : 0,722—7 0,541—7 
III berechnet 1.010—7 0,698—7 0,441—7 
gefunden E 1,098—7 0,753—7 








Rechnerische Bestimmung von zwei Farbstoffen in einem Gleich- 
gewicht 
1. Festlegung der MeBgré8Ben 
Nach der Einstellung des Gleichgewichtes werden die Volumina beider Phasen 
so genau wie méglich durch Uberfiihren in einen MeBzylinder gemessen und der 


Schiitteltrichter erst mit organischen Lisungsmitteln gespiilt und dies zur iibrigen 
organischen Lésung gegeben, dann mit wiBriger Lésung ebenfalls nachgespilt und 

















iten 


ieses 
| der 

von 
ittel 


807, 


Serin 


eich- 


*hasen 
nd der 
brigen 
It und 





Bd. 


diese der iibrigen wiBrigen Lésung zugefiigt. Darauf wird der Farbstoff aus jeder 


284 (1949) 


Quantitative Trennung von Aminosiuren II 


Phase in ammoniakalische Lésung iiberfiihrt und gemessen. 


2. 
i 
k = com waBrige Lésung 
G 


i i 


Mol Aminosaure im organischen Lésungsmittel 


H = Mol Aminosaure in waBriger Lésung 


A = Mol Aminosiure 1 im organischen Lésungsmittel 


B = Mol Aminosiure 1 in wafriger Lésung 


D = Mol Aminosiure 2 im organischen Lésungsmittel 


E = Mol Aminosiaure 2 in wiBriger Lésung 
c = Verteilungsquotient der Aminosaéure 1 
f = Verteilungsquotient der Aminosiure 2 


A B D 
a == (1) b= Za) d = — (III) e 
=c (V) £ f (VD) g = a—d (VII) 


a 
b 
H=h-k (IX) @=g-i(X) e= ae 





me 


3. Durchfiihrung der Rechnung 


Durch Messung sind die Werte fiir i, k, G, H, c und f bekannt. Durch Ein- 
setzen in Gln. IX und X werden die Werte fiir h und g erhalten, die nach Gl. XI 
den Wert e ergeben. Mit Hilfe dieses Wertes lassen sich durch Gln. V, VI, VII und 
VIII die Werte a, 6 und d erhalten, aus denen nach Gin. I, II, III und IV die 
Werte A, B, D und £ berechnet werden. Die Summe von A und B ergibt dann 
die Molzahl der Aminosiaure I und die Summe von D und E£ die Molzahl der Amino- 
siure 2. Durch Multiplikation mit dem Molgewicht werden die Mengen der Amino 


siure in Gramm erhalten. 


A. Bestimmung von Serin- und Glykokoll 





Bezeichnung der Rechengréf8en und Gleichungen 
ccm organisches Lésungsmittel 


h = b—e (VIII) 


a) im Gleichgewicht Butylather—Phosphatliésung 
Verteilungsquotienten: Glykokoll 2,82; Serin 0,345 

















Aminosaure Einwaage in mg | gefundenin mg es 
Glykokoll. ....... 0,09259 0,09847 105 
ROR st oes Os gore ahh 0,2651 0,2490 94,2 

MeBdaten: 7 = 22,8 ccm; k = 29,8 com; G = 13,78- 10-7 Mol; 
H = 17,76- 107? Mol. 


b) im Gleichgewicht Ather—Phosphatlésung 


Verteilungsquotienten: Glykokoll 15,0; Serin 4,18 




















Aminosiure Einwaage in mg | gefunden in mg | % 
GIVEOKON. 66 Sig Se 0,2443 0,2443 100 
PONONR ee woo Srl toes tee gos 0,2135 0,1759 82,5 

37,2 cem; k = 39,6 com; G = 44,37: 10-7 Mol; 


Ee 
= 
Qa 
r=) 
S 
5 
i 


5,569 - 10-7 Mol, 
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B. Bestimmung von Leuoin- und Valinfarbstoff im Gleichgewicht 
Butylather—Ammonchlorid-Carbonatlésung 


Verteilungsquotienten: Leucin 1,508; Valin 0,307 














gefunden in 


Einwaage in 10-7 
10-7 Mol 


Aminosiure Mol Farbstoff 



















































A 
ee aan ree 13,92 14,68 | 104,6 
eter nth Ree sear 10,23 9,597 93,5 d 
MeBdaten: 1 = 36,6‘cem; k = 48,0 com; G@ = 9,723- 1077 Mol; 
H = 14,85- 10-7 Mol. — 
b) Bestimmung von Glutaminséiure- und Asparaginséurefarbstoff 
durch Verteilungsberechnung 
' a) Festlegung der MeBgréBen 
Der erhaltene Farbstoff wird in ammoniakalische Lésung iibergefiihrt, durch | 
kurzes Aufkochen vom gelisten organischen Lésungsmittel und Ammoniak befreit, 
soviel festes Kaliumphosphat, daB eine 5-proz. Lésung, und soviel krist. Natrium- 
acetat (3 H,O), da8 eine 0,20-proz. Lésung entsteht, zugegeben. Darauf werden 
Amylather und gepulve:tes Natriumnitrat bis zur Sattigung hinzugefiigt, kriftig 
einige Zeit geschiittelt, 1 Stde. stehen gelassen, wieder geschiittelt, nach einer 
weiteren Stunde das Volumen beider Phasen nach Filtration durch eine Glas- “ 
fritte (G3) genau gemessen und der Farbstoff jeder Phase in ammoniakalische Sat 
Lésung iibergefiihrt. Die Volumina sollen so gewahlt sein, daB ein Niederschlag An: 
von Glutaminsiurefarbstoff nicht auftreten kann. Treten im Ergebnis Glutamin- rw 
siuremengen auf, die nahe an die Grenzkonzentration herankommen, wird die hiel 
Trennung zweckmaBigerweise mit gréBerem Volumen oder kleinerer Farbstoff- § °U8 
menge wiederholt. Unter véllig gieichen Bedingungen und zur gleichen Zeit wird ak 
eine Ermittlung des Verteilungsquotienten des Glutaminsiurefarbstoffes und der 
Grenzkonzentration des Asparaginsaurefarbstoffes in beiden Phasen durchgefiihrt. 
Der auf der Glasfritte abgetrennte Niederschlag wird mit Ammoniak abgelést und 
wie die iibrigen beiden ammoniakalischen Lisungen gemessen. Gly] 
hanc 
b) Bezeichnung und RechengréBen 128 
G = Mol Aminosiure im Amylather 
H = Mol Aminosaure in waBriger Lésung 
I = Mol Aminosaéure im Niederschlag 
+ = Volumen des Amylathers Tyro 
k = Volumen der waBrigen Léisung 4 hand 
= Verteilungsverhiltnis von Glutaminsiurefarbstoff (waBrige Loésung zu Ather) 
= Restkonzentration von Asparaginsdurefarbstoff im Amylather. 
c) Berechnung sion 
Aus diesen MeBdaten bekannten GréBen ergibt sich fiir die Mol Glutamin- atoth 
sdure: nach 
2, Mp Cok abfilt 
wurde 
Fiir die Mol Asparaginsiure ergibt sich: 






rugap+<«.; 2-22? 
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Bestimmung von Glutaminsiure und Asparaginsaure durch 
Berechnung 





Einwaage in mg 
Aminosaure 


O/ 


Aminosiure gefunden in mg vt 





Glutaminsiure 0,08213 0,07742 94,5 
Asparaginsiure 0,06575 0,06920 105 

MeBdaten: i = 52,0 cem, k = 70,0 cem, G = 3,939-10-7 Mol, c = 0,3652, 
d = 0,007879-10-7 Mol pro ccm, I + H = 6,527.10-7 Mol. 











Messungen zur Ubereinstimmung der Absorption der Monoureide, 
Mefigerit: Pulfrich-Photometer, Filter H,Cd 405 my, Eichfaktor 2,94, Schicht- 
dicke 5 cm 


cee Einwaage Gefunden 
Aminceinne in 10-7 Mol. | in 10°? Mol. 








Histidin 5 5,50 
Glutaminsiure 2,40 
Leucin Saude 2 2,02 
Methionin ae 7,66 
Methionin (oxydiert) . . . 25 8,20 


Dimethylester der p-Benzolazo-anilinoformy]-d,l-asparagin- 
siure: 50 mg Asparaginsiurefarbstoff wurdcn in verd. Ammoniak gelist und durch 
Ansiuern mit verd. Schwefelsiure in Ather iibergefiihrt. Zu dieser Lésung wurde 
eine itherische Diazomethanlésung, die etwa das 4- bis 5-fache der ber. Menge ent- 
hielt, gegeben, nach 1—2 Min. das Lisungsmittel abdestilliert und der Riickstand 
aus Methanol umkristallisiert, Schmp. 172°. Zur Analyse 12 Stdn. iiber P,O, im 
Vak. bei 20° getrocknet. 

CygHa05Ny ‘ CH,0H (416,19). Ber. C 57,65, H 5,76. 

Gef. C 57,24, H 5,57. 


Methylester des p-Benzolazo-anilinoformyl-glykokolls: 50 mg 
Glykokollfarbstoff wurden in gleicher Weise wie der Asparaginsiurefarbstoff be- 
handelt. Schmp. 210°. Farbanderung nach Rotorange bei 145°. Zur Analyse 
12 Stdn. iiber P,O, im Vak. bei 20° getrocknet. 


Cy HON, (312,13). Ber. C 61,53, H5,12. 
Gef. C 62,00, H 5,18. 


Methylester des p-Benzolazo-anilinoformyl-l-tyrosins: 50 mg 
Tyrosinfarbstoff wurden in gleicher Weise wie der Asparaginsiurefarbstoff be- 
handelt. Schmp. 128°. Zur Analyse 12 Stdn. im Vak. bei 20° getrocknet. 


Co5HO,N, (418,19). Ber. C 65,85, H 5,30, N 13,39. 
Gef. C 65,47, H5,41, N 13,80. 


Oxydation des p-Benzolazo-anilinformyl-d,l-methionins: 200 mg 
Methioninfarbstoff wurden in 3 ccm n-Natronlauge geldst, 0,5 cem 15-proz. Wasser- 
stoffperoxyd zugegeben und 14 Stde. bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Her- 
nach wurde mit n-Salzsiure schwach angesiuert, der ausgefallene Niederschlag 
abfiltriert und aus 50-proz. Alkohol umkristallisiert. Schmp. 161°. Zur Analyse 
wurde bei 20° im Vak. getrocknet. 


CogH)0,N,8. H,O (406,26). Ber. N 13,792. Gef. 13,795. 
C\gHo0;N,S (404,25). Ber. N 13,853. 








Bis-[p-benzolazo-anilinoformyl]-l—)-cystein: 500 mg _ Cystein- 
hydrochlorid wurden in 7,5 ccm n-Natronlauge gelést und 700 mg Azobenzoliso- 
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cyanat in 40 ccm Aceton zugegeben. Nach dem Abdunsten des Acetons wurde 
angesduert, der ausgefallene Farbstoff abgesaugt und aus trockenem Dioxan 
mit Benzin gefillt. Es bildete sich nicht, wie erwartet, das Mono-, sondern das 
Diureid. Sehr schwer léslich in fast allen organischen Lésungsmitteln, Schmp. 
219°—220°. Zur Analyse bei 20° im Vak. getrocknet. 
Co9H2,0,N,S (567,3). Ber. C 61,34, H 4,44, N 17,27. 
Gef. C 61,10, H 4,43, N 16,95. 


Die Durchfiihrung dieser Arbeit war nur durch freundliches Entgegenkommen 
von verschiedenen Seiten méglich. Besonders dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir 
Biochemie danke ich fiir vielseitige und wohlwollendste Unterstiitzung, Hrn. Prof. 
Kortim fir die freundliche Erlaubnis zur Benutzung seines Spektralphotometers 
und Spektrographen, Hrn. Prof. Letterer fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes. 


Versuche zur quantitativen mikroanalytischen Trennung und Be- 
stimmung von Aminoséuren als Azobenzolharnstoff-Abkémmlinge * 


III. Entwicklung eines Trennungsplanes 
Von 
Winfried Kruckenberg 


° (Der Schriftleitung zugegangen am 5. Februar 1947) 


Nachdem in der vorangegangenen Mitteilung sich Méglichkeiten 
zur Auftrennung der Farbstoffe auf der Verteilungsgrundlage abge- 
zeichnet hatten, wird in der vorliegenden Arbeit auf dieser Grundlage 
die Aufstellung eines Trennungsganges versucht und, da eine vollstiandige 
Trennung nicht zu erwarten war, nach ergiinzenden Methoden gesucht. 
Allgemein muBten hierfiir etwa folgende Gesichtspunkte gelten: 

Jeder Stoff soll eine méglichst geringe Zahl von Trennungsstufen 
durchiaufen, damit der Verlust durch das Umspiilen gering gehalten 
werden kann. AuBerdem muB eine sehr kleine Menge eines Farbstoffes 
neben einer sehr groBen Menge des ihm iihnlichsten Stoffes noch gut 
abtrennbar oder bestimmbar sein. Die erste Bedingung war nur durch 
eine moglichst hiufige Auftrennung in immer kleinere Gruppen zu er- 
reichen, die zweite nur durch geeignete selektive Methoden. Beide 
Forderungen sind bisher nicht in idealer Weise erfiillbar. 

Am Beginn jeder Trennung steht das Reaktionsgemisch der Farb- 
stoffbildung. Um eine Abtrennung der Farbsiuren zu erreichen, mub 
die Lésung auf jeden Fall angesiiuert und mit einem organischen Lésungs- 
mittel ausgeschiittet werden; am besten hat sich Athylather als Lésungs- 
mittel’ bewahrt. 

Da das Arginindiureid sich bisher durch Verteilung nicht von den 
begleitenden Farbstoffen anderer Aminosiuren abtrennen lieB, miissen 





* Die wahrend der Drucklegung erfolgte Durcharbeitung auf breiterer 
Basis, die bei der vorliegenden Arbeit aus zeitbedingten Griinden nicht még- 
lich war, ergab, daB insbesondere die Salzchromatographie und die Glutamin- 
siure- und Asparaginsiiure-Trennung sehr stark material- und apparatur- 
abhingig und daher schwer reprcduzierbar sind. Die neueren Ergebnisse werden 
demnachst veréffentiicht. 
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vorerst die Hexonbasen nach einer anderen Methode!? aus dem 
Aminosauregemisch entfernt und gesondert bestimmt werden. Eine 
vollstiindige Umsetzung von Arginin, Lysin und Ornithin zu Di- oder 
Monoureiden 1liBt sich nicht erreichen, daher miissen diese Aminosiiuren 
an zwei Stellen bestimmt werden. Die Trennung der beiden Derivate 
erfolgt bereits bei der Farbstoffbildung. Die Monoureide als amphotere 
Stoffe verbleiben in der sauren Lésung. Die MeBgenauigkeit leidet hier- 
durch nicht wesentlich. Lysin und Ornithin kénnen durch Verteilung 
nicht getrennt werden. Die Trennung von Arginin erfolgt bei den Di- 
ureiden durch die Verteilung Ather-Ammoniumchlorid- Carbonat- Lésung 
und bei den Monoureiden durch Desaminierung. Das Histidin wird als 
schwer lésliches Silbersalz abgetrennt. Fiir die iibrigen Aminosiiuren 
lieB sich durch eine Auftrennung auf Grund nachfolgender Uberlegungen 
und Erfahrungen durchfiihren: 
Die Farbstoffe der Aminosiiuren muBten in zwei méglichst gleich 
groBe Gruppen aufgetrennt werden. Die Tabellen der Farbstoffver- 
teilungen® in verschiedenen Gleichgewichten zeigen, daB hierfiir am 
besten die Verteilungen Ather-Ammonchlorid-Nitrat-Lésung oder Ather- 
Ammonchlorid-Carbonat-Lésung geeignet sind. Am ihnlichsten sind 
sich die Farbstoffe des Alanins, Prolins, Glykokolls und Threonins. 
Der Hauptnachteil der ersten Trennung besteht in der Bildung eines 
starken Niederschlages. Die ausgefallenen Farbstoffe gehéren zur Gruppe 
der wasserléslichen, verteilen sich aber in feiner Dispersion teilweise in 
die Athergruppe und sind oft auch durch hiiufiges Filtrieren durch ein 
normales Papierfilter nicht mit Sicherheit vollstiindig abzufangen, so 
daB leicht Verschleppungen in die Atherphase vorkommen, die sich dem 
Auge entziehen. Am besten hat sich bisher die Zusammenstellung von 
Ather mit Ammonchlorid-Carbonat-Lésung bewiihrt. Der Trennungs- 
erfolg ist nahezu der gleiche. Die Bildung eines Niederschlages tritt nur 
noch bei Cystinfarbstoff auf. Der Unterschied besteht lediglich im Ver- 
halten des Threoninfarbstoffes, der im ersten Fall zur Athergruppe und 
im zweiten Fall zur wiBrigen Phase gehért. Allerdings verteilt sich auch 
hier noch etwas in den Ather, so daB es bei Anwesenheit groBer Mengen 
dort noch abgetrennt werden muB. Der Vorteil, den diese Trennung 
bei den iibrigen Farbstoffen bietet, wiegt den Nachteil einer Bestimmung 
des Threonins an zwei Stellen jedoch auf. Die Verteilungstabelle® zeigt, 
da sich in der Athergruppe der durch Oxydation amylitherunléslich 
gemachte Methionin-Farbstoff und die Gruppe Alanin-Prolin- und 
Threoninfarbstoff iiber das Gleichgewicht Ather-Ammonchlorid-Nitrat- 
lésung auf Grund der geringen Aussalzbarkeit und groBen Wasserléslich- 
keit abtrennen lassen. Bei der Verwendung von Butylither an Stelle 
von Athylither ist diese Trennung noch glatter méglich, wenn Tyrosin- 











1 F, Turba, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 1829 | 1941 |. 

* A. Triselius, B. Drake u. L. Hagdahl, Experientia 3, 21 [1947]; v 
dazu G. Schramm u. Primosigh, diese Z. 282, 271 [1947.. 
3 TI. Mitteilung (voranstehend). 
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und Tryptophanfarbstoff fehlen, da diese beiden Farbstoffe von Butyl- 
dither, noch viel stirker vom Amylither, in die wi8rige Lésung gedriickt 
werden, und somit die Bedingung der AusschlieBung einer Phase fiir 
eine Gruppe von Farbstoffen nicht mehr gegeben ist. Die so entstan- 
denen zwei Gruppen sind durch Verteilung nicht mehr zu trennen. 

In der Gruppe der wasserléslichen Farbstoffe lassen sich die der 
Glutamin- und Asparaginsiure wegen ihrer groBen Wasserléslichkeit 
glatt durch das Gleichgewicht Essigester-Kaliumcarbonatlésung ab- 
trennen. Der Cystinfarbstoff macht hier jedoch insofern Schwierig- 
keiten als er mit diesen einen nur sehr langsam dissoziierenden Nieder- 
schlag bildet. Es ist somit zweckmaBig, die Abscheidung des Cystin- 
farbstoffes der Abtrennung der beiden Dicarbonsiiuren voranzustellen. 
Dies gelingt ohne EinschluBgefahr durch Abscheidung mit Amylither- 
Phosphatlésung, zu deren quantitativen Durchfiihrung allerdings einige 
Ubung notwendig ist. Von den nun noch verbleibenden Aminosiuren 
dieser Gruppe ist bei gleichzeitiger Anwesenheit aller Aminosauren nur 
noch der Threoninfarbstoff auf reiner Verteilungsgrundlage abzutrennen, 
und zwar tiber das Gleichgewicht Ather- Ammoniumchlorid - Nitrat- 
Lésung. Ist Serin nicht anwesend, kénnen die verbleibenden Amino- 
siiuren Glykokoll und Oxyprolin iiber das Gleichgewicht Amylither- 
Phosphat-Nitrat-Lésung getrennt werden. Bei Anwesenheit von Serin 
versagt das Verteilungsprinzip. Eine Abwandlung der rechnerischen 
Bestimmungsmethode von zwei Farbstoffen aus einem Gleichgewicht 
ermoglicht die Bestimmung von Glutaminsiiure und Asparaginsaure. 
Die Ergebnisse bei extremen Mischungsverhiiltnissen sind, wie bei allen 
rechnerischen Bestimmungen, nicht sehr genau. 

Eine weitere Méglichkeit ergaben die bereits in der vorigen Mit- 
teilung erwihnten Verteilungsunterschiede der Methylester der Oxy- 
siurefarbstoffe gegeniiber denen der iibrigen Aminosiuren. Die vdllige 
Unlislichkeit der Oxysiureester in Benzin oder Petrolither gestattet 
eine quantitative Abtrennung, auch wenn der andere Aminosiiurefarb- 
stoff sich nicht ausschlieBlich in den Petrolither verteilt. Es gelten dann 
die gleichen Uberlegungen und Erfahrungen wie bei der Trennung 
Ather-Ammoniumchlorid-Carbonatiésung. Da jedoch bei der Ver- 
seifung der Farbstoffe nur in wenigen Fiillen die urspriingliche Farb- 
siiure quantitativ regeneriert wird, kann eine solche Abtrennung nur 
in den Fallen zwischengeschaltet werden, in denen diese Bedingung er- 
fiillt ist. In allen anderen kann sie nur am Ende einer Trennung ver- 
wandt werden, wo nur noch zwei Farbstoffe vorhanden sind. 


Die salzchromatographische Trennung 

Zu einer neuen Art der Chromatographie gaben einige Beobach- 
tungen bei der Bildung schwerlislicher Salze im Gleichgewicht Anla8. 
Die Aminosiurefarbstoffe besitzen, ebenso wie die unverainderten Amino- 
siiuren, eine Neigung zur Bildung schwerléslicher Salze. Diese Kigen- 
schaft im Gleichgewicht zum Zwecke der Abtrennung auszunutzen, 
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stie8 auf eine Reihe von Schwierigkeiten. Als schwerlésliche Salze 
kommen vorwiegend solche mit Schwermetallen in Frage. Sie erfordern 
zumeist zur Bildung eine Wasserstoffionenkonzentration, die mit Puffer- 
gemischen nur schwer einzuhalten ist, da die Metalle mit dem Puffer 
reagieren. AuBerdem fiihren auch diese Bedingungen meist nicht zu 
einer vollstindigen Abscheidung. Eine geringe restliche Léslichkeit 
sowohl im organischen Liésungsmittel als auch in der wiBrigen Lésung 
ist zumeist noch vorhanden, so daB eine solche Fillung fiir quantitative 
Zwecke unbrauchbar ist. Diese Verhiltnisse fiihrten zu dem Versuch, 
die wiBrige Lésung durch das entsprechende feste Schwermetallsalz zu 
ersetzen, und die geringe Restléslichkeit im organischen Lésungsmittel 
durch eine der Chromatographie entsprechenden Handhabung auszu- 
schalten. Es ergaben sich hierdurch neue Méglichkeiten fiir bisher un- 
durchfiihrbare Trennungen. An die Versuche mit Schwermetallsalzen 
schlossen sich Untersuchungen mit Alkalisalzen und Veriinderungen 
des organischen Lésungsmittels an. Dabei traten sehr weitgehende 
Parallelen zwischen Gleichgewicht und Salzadsorption hervor, so daB 
die Auswahl der Lésungsmittel und der Absorbentien weitgehend nach 
den Erfahrungen bei Verteilungen getroffen werden konnte. 

Ausgehend von der Beobachtung, da8 sich an Bleiacetat mit Ather- 
lésungen der Farbstoffe scharfe Schichten ausbilden, die sich nach MaB- 
gabe der Léslichkeit der Salze anordnen, wurden zuniichst eine Reihe 
von anderen Bleisalzen untersucht. Das Acetat hatte den Nachteil, 
da8 nach kurzem Waschen mit Ather zur Entwicklung der Schichten 
diese sich oben langsam aufzulésen beginnt, da der Ather Essigsiure 
aus dem Acetat herauslést, die das Chromatogramm zerstért. Von allen 
erprobten Bleisalzen zeigte nur Bleichromat etwa die gleichen Differen- 
zierungen wie Bleiacetat, hat jedoch andererseits den Nachteil, daB die 
Entwicklung der Schichten wegen der Eigenfarbe nicht verfolgbar ist. 

Als einziges verwendbares Silbersalz wurde bisher das Silbernitrat 
ermittelt. Hier wurden die Bedingungen gefunden, die einer idealen 
Chromatographie zu Grunde liegen sollen: Es wurden alle Farbstoffe 
sehr fest adsorbiert mit Ausnahme der Phenylalanin-, Leucin- und 
Valinfarbstoffe, die iiberhaupt nicht festgehalten werden. (Belichtetes 
Silbernitrat adsorbiert stirker, zu hoher Wassergehalt des Athers be- 
wirkt unvollstindige Adsorption.) 

Die Versuche mit Quecksilbersalzen ergaben nur bei rotem Queck- 
silberoxyd aussichtsreiche Trennungsméglichkeiten. Versuche mit 
anderen Schwermetallsalzen wurden nur vereinzelt, jedoch ohne Erfolg 
durchgefiihrt. 

Die Versuche, die schwerer léslichen Ammoniumsalze einiger Farb- 
stoffe salzchromatographisch auszunutzen, miBlangen, da die Ammo- 
niumsalze durch Ather gespalten werden. Es werden entweder das 
Ammoniak oder die Saiure oder beide vom Ather aufgenommen und 
somit die Oberfliche des Adsorbens stindig zerstért. Bessere Ergeb- 
nisse zeigt die Adsorption an krist. Natriumacetat, das selektiv Oxy- 
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siure-, Dicarbonsiure-, amphotere und andere stark wasserlésliche Farb- 
stoffe adsorbiert, solange es kein Wasser aus dem organischen Liésungs- 
mittel aufgenommen hat. Feuchtes Natriumacetat halt auch Teile der 
iibrigen Farbstoffe fest. Hier wurde durch Anderung des Lésungsmittels 
eine Verschiebung der selektiven Adsorption erreicht, wiihrend der Ein- 
fluB des Lésungsmittels bei den Schwermetallsalzen nicht so erheblich 
ist. Bei Verwendung von Essigester werden nur die Dicarbonsiurefarb- 
stoffe, aber nicht die der Oxysiiuren festgehalten. Nahezu die gleichen 
Adsorptionsverhiiltnisse liegen bei Natriumbicarbonat vor. Etwas fester 
adsorbiert wasserfreies Natriumcarbonat. Bei letzterem wurden bei 
Verwendung von Methanol nur der Serin- und Asparaginsiurefarbstoff 
festgehalten. Fiir quantitative Zwecke ist dieses Adsorbens allerdings 
auch nur beschrankt brauchbar, da geringe Mengen der anderen Farb- 
stoffe ebenfalls festgehalten werden. Die wichtigsten bisher ermittelten 
salzchromatographischen Adsorptionen der Aminosiurefarbstoffe in 
qualitativer Hinsicht zeigt Tab. 1. 


Tab. 1. Ubersicht zur Salzchromatographie 
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So eng die Beziehungen zwischen der Bildung schwerléslicher Salze 
und der salzchromatographischen Adsorption auch zu sein scheinen, 
so unwahrscheinlich ist es, daB eine Salzbildung bei der Adsorption 
stattfindet. Zwei Befunde sprechen eindeutig gegen eine Salzbildung: 
Es findet in wiBriger Lésung, z. B. an Quecksilberoxyd, Silberoxyd 
oder Bleioxyd, keine Adsorption von Histidinfarbstoff statt, auch nicht 
bei einer Wasserstoffionenkonzentration, bei der bei Anwesenheit von 
Jonen der betreffenden Metalle eine vollstindige Ausfillung als schwer- 
lésliches Salz stattfindet. Dagegen wird er aus Ather oder Essigester 
von den angegebenen Oxyden vollstindig festgehalten. AuBerdem 
miiBte eine Erhéhung des Feuchtigkeitsgehaltes des Lisungsmittels 
die Salzbildung begiinstigen, d. h. die Adsorption festigen. Tatsichlich 
ist das Gegenteil der Fall. Fiir die Differenzierung und glatte Trennung 
ist ein gewisser Feuchtigkeitsgehalt notwendig. So werden z. B. die 
Farbstoffe des Phenylalanins, Leucins und Valins aus trockenem Ather 
noch ziemlich weitgehend an Silbernitrat festgehalten, wihrend aus 
feuchtem Ather keine Spur von Farbstoff haften bleibt. Das gleiche gilt 
fiir fast alle Salzchromatogramme. Besonders deutlich wird der EinfluB 
bei der Chromatographie mit Essigester an wasserfreiem Natrium- 
carbonat. Ein zu groBer Feuchtigkeitsgehalt wirkt langsam eluierend, 
ein zu geringer hilt von allen Farbstoffen Spuren zuriick. 


Das Herauslésen der Farbstoffe aus der Siule gelingt bei fast allen 
Salzchromatogrammen glatt mit Aceton oder Methyl-athyl-keton, die 
beide auch echte Salze der Farbstoffe auflésen. AuBerdem eluieren 
Wasser und Eisessig und in den meisten Fallen auch Alkohol. Bei 
Natriumcarbonat ist es jedoch notwendig, mit alkohol. Kalilauge zu 
arbeiten, da die Farbstoffe sehr fest gehalten werden. 


Trennungsméglichkeiten einzelner Gruppen 


Nach den bisher beschriebenen Méglichkeiten blieben einzelne 
Gruppen von Farbstoffen noch ungetrennt. Die gréBte besteht aus 
Phenylalanin-, Leucin-, Valin-, Tyrosin- und Tryptophanfarbstoff. 
Durch Absorption an Silbernitrat aus Ather lassen sich die des Tyrosins 
und Tryptophans glatt abtrennen. (Der Tyrosinfarbstoff wird hierbei 
leicht zerstért.) Die Methylester dieser beiden Farbstoffe lassen sich 
durch Ausnutzung der noch freien Phenolgruppe des Tyrosinfarbstoffes 
mit beliebiger Genauigkeit durch Ausschiitteln der atherischen Ester- 
lésung mit ”/10-Natronlauge trennen. Die Trennung der verbleibenden 
drei Farbstoffe ist bisher nicht gelungen. Sofern auf eine Bestimmung 
der Aminosiuren dieser Gruppe Wert gelegt wird, mu8 vorliufig ent- 
weder auf die Methode von Gordon und Mitarbb.* oder Turba‘ 
zuriickgegriffen oder nach der Methode von Schramm und Primo- 


4 Gordon, Martin u. Sygne, Biochem. J. 1948, 79. 
5 Turba u. v. Schrader-Beiclstein, Naturwiss. 1947, 57. 
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sigh® zuvor das Phenylalanin herausgegriffen werden, so daB sich zwei 
unabhangige Trennungen von zwei Gruppen ergeben, die einerseits 
die aromatischen, andererseits die iibrigen Aminosiiuren enthalten, 
wobei eine einwandfreie Bestimmung von Leucin und Valin trotzdem 
nicht bei allen Mischungsverhiltnissen durchfiihrbar ist. 

Ahnlich geringe Unterschiede in der Verteilung wie die Farbstoffe 
von Phenylalanin, Leucin und Valin zeigen auch die des Prolins und 
Alanins, die noch von Threoninfarbstoff begleitet werden. Deutlicher 
sind die Unterschiede bereits bei der Adsorption aus Essigester an 
Natriumcarbonat. Threonin- und Alaninfarbstoff wird festgehalten, 
wihrend der des Prolins durchlauft. Allerdings ist diese Trennung nicht 
ganz quantitativ, da geringe Mengen Prolinfarbstoff stets mit zuriick- 
gehalten werden. Die Menge des zuriickgehaltenen Farbstoffes ist einer- 
seits von der Menge des Adsorbens und andererseits von dem Wasser- 
gehalt des Esters abhingig. Am besten hat sich die Trocknung mit 
Natriumsulfat bewahrt. Sind nur geringe Mengen Prolin bei sehr viel 
Alanin vorhanden, versagt diese Methode, da die Siule so groB gehalten 
werden miiBte, daB aueh der gesamte Prolinfarbstoff adsorbiert wird. 
Eine zwar unvollstandige Ausfallung des Alaninfarbstoffs durch Schiit- 
teln der Essigesterlésung mit festem Bleiacetat kann hier insofern 
Abhilfe schaffen, als dadurch die Hauptmenge des Alaninfarbstoffes 
entfernt wird und dadurch Verhiltnisse geschaffen sind, die eine Ad- 
sorption an eine kurze Natriumcarbonatsiiule gestatten, da auch die 
Threoninmengen nach den vorangegangenen Trennungen meist nur gering 
sein werden. Eine andere Art von Trennung stiitzt sich allein auf die 
verschiedene Léslichkeit der Bleisalze. Durch Verwendung von Amy]- 
aither und einer gesattigten Natriumacetatlésung mit etwas Bleiacetat- 
lésung von fq 6 wird eine nahezu vollstandige Ausfallung des Alanin- 
farbstoffes erreicht. Sehr kleine Mengen kénnen hiermit jedoch nicht 
erfaBt werden. Der Threoninfarbstoff bleibt im ersten Fall bei dem des 
Alanins im zweiten bei dem des Prolins. Es wird am besten durch Ver- 
teilung der Ester zwischen Benzin und Wasser abgetrennt. 

In der Wassergruppe ist bisher die Trennung der beiden Dicarbon- 
siiuren und die Trennung der Gruppe Glykokoll, Serin, Oxyprolin und 
Threonin noch nicht mit geniigender Genauigkeit durchfiihrbar. Die 
erwihnte Bestimmung der Dicarbonsiiuren durch Berechnung® stellt 
keine befriedigende Lésung dar, da sie nicht jedem Mengenverhiltnis 
gewachsen ist. Die Versuche, die Trennungsbedingungen von Turba 
und Richter’ fiir die Farbstoffe zu verwenden, fiihrten zu keinem 
Erfolg. Selbst /1-Essigsiure vermag den Glutaminsiurefarbstoff nicht 
vom Aluminiumoxyd zu lésen. Ebenso fiihrten die Versuche, analog 
der Foremanschen Trennung iiber die Léslichkeitsunterschiede der 
Calciumsalze in organischen Lésungsmitteln eine Trennung zu erreichen, 


6 Schramm u. Primosigh, Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 373 [1943]: 77, 417 


[1944]. 
* Turba u. Richter, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 340 [1942]. 
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zu keinem Erfolg. In der bereits mehrfach erwihnten Gruppe Serin, 
Glykokoll, Oxyprolin und Threonin lag die Hauptschwierigkeit in der 
Abtrennung des Serins. Bisher war dies nur durch Adsorption aus 
Methanol an Natriumcarbonat méglich. Allerdings gelten die gleichen 
Kinschrankungen wie fiir die Trennung von Prolin- und Alaninfarb- 
stoff durch Adsorption aus Essigester an Natriumcarbonat. Die ver- 
bleibenden Aminosiurenfarbstoffe kinnen dann wie beschrieben durch 
Verteilung getrennt werden. 


Tab. 2. Trennungsschema der Hexonbasen 

















Gemisch 
| 
Farbstoffbildung 

ss ‘ | i 
Ather-NH,Cl, (NH,),CO,-Lsg. Ather-H,SO, HNO, Ather-H,SO, AgNO, P75 

Lysin-Arginin-diureid Arginin-diureid Lysin- unl. Histidin 
(Ornithin-) (als Niederschlag) (Ornithin-) gel. 
diureid -monoureid Arginin- 

monoureid 
Arginin 
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Tab. 3. Vorliufiges Trennungsschema der iibrigen Aminosiuren. 
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Tryptophan Tyrosin Oxyprolin 
Butylither-NH,Cl(NH,),CO,-Lsg. Ather-NH,Cl(N H,),CO, NaNO,-Lag. 
Leucin Valin --Threonin Glykokoll 


(Phenylalanin) 





48 Winfried Kruckenberg, Bd. 284 (1949) 


Fehlergrenzen 


Fiir den Fall, daB ein Gemisch aller Aminosiuren vorliegt, ergibt 
sich nach den bisherigen Erfahrungen, das in Tab. 2 u. 3 wiedergegebene 
Trennungsschema. Es ist aus dem bisher Gesagten jedoch ohne weiteres 
ersichtlich, da&B auch andere Zusammenstellungen mdglich sind und 
u. U. fiir besondere Gemische mit nur wenigen Aminosiuren sogar 
zweckmiiBigerweise fiir jeden Spezialfall besonders zusammengestellt 
werden. Es ist daher nicht méglich, eine allgemeine Fehlergrenze an- 
zugeben, die unter allen Umstiinden eingehalten werden kann. Jede 
vollkommen glatt verlaufende Trennung la8t sich mit Verlusten durch- 
fiihren, die unter 1% liegen, wenn alle VorsichtsmaBnahmen beachtet 
werden. Es wurden Trennungen erreicht, die durch fiinf Stufen nur 
2 bis 3% Verlust aufwiesen. Ist jede Trennung mit den ungiinstigsten 
Farbstoffpaaren belastet, so ist meist doch noch eine Fehlergrenze von 
5 bis 10% einzuhalten. Steht am Ende einer solchen Trennungsreihe 
eine rechnerische Bestimmung oder eine Adsorption an Natrium- 
carbonat, so gilt diese Fehlergrenze fiir die Summe dieser Farbstoffe. 
Fiir die einzelnen Komponenten mu der Fehler aus dem Mengenver- 
hiiltnis und der Art der Trennung abgeschatzt werden. 

Eine Gesamtanalyse mit allen Aminosiuren lit sich in etwa 
6 bis 7 Tagen durchfihren und stellt somit eine verhaltnismaBig rasche 
und bequeme Analysenmethode dar, die auBerdem keinerlei kompli- 
zierte Apparate bendtigt. Allerdings erfordert sie viel Ubung, so daB 
es zweckmaBig erscheint, die experimentell leicht und sicher durch- 
fiihrbaren Trennungen mit anderen Analysenmethoden zu verbinden, 
um so zu einer guten Gesamtanalysenmethode zu gelangen. Entsprechende 
Versuche sind im Gange und werden in einer gesonderten Mitteilungs- 


reihe ver6ffentlicht. 


Beschreibung der Versuche 
Trennung von Lysin, Arginin und Histidin 


Nach 1—2 Min. werden zu der Reaktionsmischung der Farbstoffbildung etwa 
5 cem Wasser zugegeben, das Aceton im Vakuum vollstandig entferat, die Lésung 
in einen Schiitteltrichter von 80—100 ccm iibergespiilt, verd. Schwefelsiure bis 
zur mineralsauren Reaktion zugegeben, mit etwa 10 ccm absol. Ather geschiittelt, 
4 Stde. stehen gelassen und zunichst der Ather durch eine Glasfritte (G 4) ge- 
geben, mit Ather bis zum farblosen Ablaufen nachgewaschen, dann die saure Lé- 
sung durch die gleiche Fritte gegeben und mit Wasser bis zum farblosen Ablauf 
nachgespilt. Schiitteltrichter und Fritte werden mit Tetrahydrofuran ausgespiilt. 
Diese Liésung enthalt die Hauptmenge des Arginin-diureids. Sie wird bis fast zur 
Trockene eingedunstet, absol. Ather und verd. Schwefelsiure zugegeben und noch 
einmal in gleicher Weise verfahren, um Reste von Azobenzolharnstoff zu entfernen. 
Die filtrierten Ather- und Wasseriésungen werden wieder vereinigt und die wiBrige 
Lésung erschépfend ausgeiithert. Der aus der Fritte geléste Farbstoff wird mit dem 
aus den beiden vereinigten Atheriédsungen noch spater abzutrennenden Rest 
Arginin-diureid vereinigt. Die Atherlésung wird mit Ammoniak ausgezogen, die 
Farbstoffe durch Ansiuren wieder in Ather iiberfiihrt und wieder in Ammoniak 
gezogen. Die Diureide werden nun in der Weise getrennt, dab die ammoniakalische 
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Lésung mit Ather itiberschichtet und Ammoniumchlorid bis zur Sittigung zu- 
gegeben wird. Nach gutem Schiitteln wird der Ather nochmals mit Ammonium- 
chlorid-carbonatlésung ausgeschiittelt, die Farbstoffe der vereinigten Salzlésungen 
durch Ansiéuern in Ather tibergefiihrt, jede der so erhaltenen Atherlésungen ver- 
dunsten gelassen und der zuriickbleibende Farbstoff in Tetrahydrofuran aufgenom- 
men. Die aus der ersten Atherlésung erhaltenen Farbstoffe werden als Lysin-diureid 
(bzw. auch Ornithin-diureid) gemessen. Die zweite Farbstofflésung wird mit der aus 
dem Arginindiureid-Niederschlag gewonnenen vereinigt und als Arginin gemessen. 
Die anfangs beim Ausathern zuriickbehaltene saure waBrige Lésung wird 
mit n/10-Natronlauge auf py 7,5 bis 8 abgestumpft, mit Ather erschépfend aus- 
geschiittelt und mit 2—3 Tropfen 10-proz. Silbernitratlésung der Histidinfarbstoff 
und das Lysin-monoureid gefallt. Das Filtrat wird angesiuert, zur Entfernung der 
Silbersalze mit Natriumnitrat gesattigt, mit Essigester erschépfend ‘ausgeschiittelt, 
der Farbstoff mit Ammoniak ausgezogen und als Arginin-monoureid gemessen. 
Die abfiltrierte Silbersalzfaillung wird mit Ammoniak, evtl. durch kurzes Aufkochen 
vom Filter gelést, das Ammoniak ausgekocht, angesiuert, 3 bis 4 Tropfen 10-proz. 
Natriumnitritlésung zugesetzt, 1 Stde. stehen gelassen, mit n/10-Natronlauge 
alkalisch gemacht, wieder angesiuert und ausgeathert. Der Farbstoff der wiBrigen 
Lésung. wird beim Arginin-monoureid iiber Essigester von den Silbersalzen befreit 
und als Histidin gemessen. Die Atherlésung wird mit Ammoniak ausgezogen und 
der Farbstoff als Lysin-monoureid gemessen. (Der Ather soll farblos zuriickbleiben. 
Die beiden letzten Schritte, Fallung mit Silbernitrat und Behandlung mit Salpet- 
tiger Stiure, kénnen auch in umgekehrter Reihenfolge durchgefiihrt werden.) 


Analyse eines Basengemisches 

















AK Einwaage in mg gefunden in mg : 
Aminostare Aminosiure Aminosaure 70 
St 0,051 Monoureid: 0,028 
Diureid: 0,024 102 
0,052 
eee 0,055 Monoureid: 0,008 
Diureid: 0,046 98 
0,054 
Histidin. . . . 0,082 0,080 97,5 











Auftrenaung der Farbstoffe in Ather- und Wassergruppe 

Nach der Farbstoffbildung und Entfernung des Acetons werden die Farbstoffe 
wieder vollstandig in absol. Ather iibergefiihrt und dieser mit Ammonchlorid- 
carbonatlésung geschiittelt. _Das Volumenverhiltnis soll so sein, daB das der 
wiBrigen Lésung etwa '/,,)des Athervolumens betrigt. Mit der gleichen Athermenge 
wird nachgeithert, bis kein Farbstoff mehr in den Ather iibergeht (etwa 3—4 mal). 
Vor jeder Ausitherung werden einige Tropfen konz. Ammoncarbonatlésung und 
etwas festes Ammonchlorid zugegeben. Da selbst bei sorgfaltigem Absitzenlassen 
durch feinste Emulsion Teile der waiGrigen Lésung, vor allem aber der ‘!Cystin- 
Niederschlag, leicht in den Ather verschleppt werden, mu der Ather durch ein 
mit Ather angefeuchtetes Filter gegossen werden. Durch vorsichtiges Erwirmen 
des Filters mit Ammoniak (nicht kochen!) wird der Niederschlag abgelést und 
ebenso wie die Farbstoffe der wiBrigen Lésung in Ather iiberfiihrt und die Trennung 
wiederholt. Bei sehr viel Cystin ist evtl. eine zweite Wiederholung notwendig, beim 
Fehlen eines Niederschlages kann auf die Wiederholung verzichtet werden. Eine 
Wiederholung der Trennung mit den in den Ather iibergegangenen Farbstoffen 
ist zuweilen zweckmaBig, um evtl. durch das Filter nicht zuriickgehaltene Wasser- 
trépfchen herauszulésen. 
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Auftrennung der Ather-Gruppe 

1. Abtrennung und Bestimmung des Methioninfarbstoffes 

a) Abtrennung: Die bei der Trennung in Ather und Wassergruppen er- 
haltene Atherlésung wird mit »/10-Natronlauge ausgezogen und durch kurzes Ab. 
saugen im Vakuum bei 20° die Hauptmenge des gelésten Athers entfernt. Darauf 
werden 3—4 Tropfen 15-proz. Wasserstoffperoxyd zugegeben und 1 Stde. bei etwa 
20° stehen gelassen. Nach dieser Zeit wird méglichst genau neutralisiert, die fiir 
eine 5-proz. Lésung notwendige Menge Kaliumphosphat und _ feingepulvertes 
Natriumnitrat, bis zur Sattigung und zur gleichen Zeit so viel Amylither zu- 
gegeben, das Ather und Wasser das gleiche Volumen besitzen. Danach wird kraftig 
durchgeschiittelt und so lange stehen gelassen, bis eine einwandfreie Absetzung 
erfolgt ist. Es wird nachgeithert, bis der Ather keinen Farbstoff mehr enthiilt 
(etwa 3—4mal), und jede Atherlésung durch das gleiche Papierfilter gegossen. Der 
vom Filter zuriickgehaltene Farbstoff (teils als Niederschlag, teils als feinste Trépf- 
chen aus der Atheremulsion) wird erst mit Ather, dann mit warmem Ammoniak 
vom Filter gelést, der Ather mit Ammoniak ausgezogen, die ammoniakalischen 
Lésungen vereinigt und als Methionin gemessen. 


2. A) Abtrennung von Alanin, Prolin und Threoninfarbstoff und Be- 
stimmung iiber die Salzchromatographische Trennung 

a) Abtrennung der Gruppe: Die in der vorangegangenen Trennung er- 
haltene Amylatherlésung wird mit n/10-Natronlauge ausgeschiittelt, die alkalische 
Lésung schwach angesiuert, 2—3 ccm gesiittigte Ammoncarbonatlésung, festes 
Ammonchlorid und Natriumnitrat bis zur Siittigung und zugleich Ather zugegeben. 
Die waBrige Lésung soll etwa das 10-fache Volumen der Atherlésung besitzen. 
Die Ausschiittelung mit Ammonchlorid-Nitratlésung wird dreimal wiederholt, 
der Farbstoff der vereinigten wiBrigen Lésungen wird in Ather iibergefiihrt und 
die Trennung mit dieser Atherlésung noch einmal in gleicher Weise wiederholt. 

b) Abtrennung des Prolinfarbstoffes: Der Farbstoff der so erhaltenen 
wiisserigen Lésung wird durch schwaches Ansiuern in Ather tibergefiihrt, der Ather 
im Vakuum bei 20° verdampft und der zuriickbleibende Farbstoff in méglichst 
wenig (etwa 2 ccm) feuchtem Essigester aufgenommen. Der Ester wird mit wenig 
wasserfreiem Natriumsulfat durch kurzes Umschiitteln getrocknet und auf eine 
Siule von 1 cm Weite gegeben, die mit Essigester und wasserfreiem Natrium- 
carbonat in GrieBform 4—5 cm hoch (je nach der Menge des Alanins) gefiillt ist. 
is wird mit Essigester nachgespiilt, bis kein Farbstoff mehr die Siule verlaBbt. 
Der adsorbierte Farbstoff wird durch Aceton und methylalkoholische Kalilauge 
aus der Siaule gelést, im Vakuum bei 20° vom Lésungsmittel befreit. Die vereinigten 
Essigesterlésungen werden mit Ammoniak ausgezogen und die ammoniakalische 
Lésung als Prolin gemessen. 

c) Trennung des Threonin- und Alaninfarbstoffes: Die adsorbierten 
Farbstoffe werden durch verdiinnte Saure in Ather iiberfiihrt, mit atherischer 
Diazomethanlésung verestert und der Ather im Vakuum bei 20° abdestilliert. Der 
zuriickgebliebene Farbstoff wird mit méglichst wenig Methanol (insgesamt etwa 
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1 ccm) gelést und in dest. Wasser iiberspiilt, so dai eine 0,5—1l-proz. Lésung von 
Methanol in Wasser entsteht. Diese Farbstofflésung wird erschépfend mit leicht 
siedendem Petrolither oder Benzin ausgeschiittelt und die Petrolaitherlésung durch 
ein Papierfilter gegeben. Danach wird die wilrige Lésung durch das gleiche Filter 
gegeben. Der aufgefangene Niederschlag wird mit méglichst wenig Methanol und 
Wasser vom Filter gelist und die Operation mit dieser Lésung nochmals‘wiederholt. 
Die vereinigten Petrolitherlésungen werden nun iiber 10 ccm n/10-Natronlauge 
abdestilliert, die alkalische Lésung mit Ammoniak verdiinnt und als Alanin ge- 
messen. Der auf dem Filter aufgefangene Farbstoff wird wieder, wie beschrieben, 
abgelést und mit beiden wiasserigen Lésungen vereinigt. Diese Lésung wird schwach 
angesiuert, erschépfend ausgeithert und der Ather iiber 10 com n/10-Natronlauge 
abdestilliert. Nach dem Verdiinnen der alkalischen Lésung mit Ammoniak wird 
diese als Threonin gemessen. 
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2. B) Bestimmung von Alanin, Prolin und Threonin iiber die Blei- 
salz-Trennung 


a) Abtrennung des Alaninfarbstoffes: Der aus der vorangegangenen 
Gruppentrennung in der waBrigen Lésung erhaltene Farbstoff wird durch Ansiuern 
mit verd. Salpetersiure in Amylather iiberfiihrt, dieser mit 15—20 ccm gesittigter 
Natriumacetatlésung, die 3% gesittigte Bleiacetatlisung enthilt, geschiittelt, 
¥, Stde. stehen gelassen, etwas Eisessig zugesetzt, bis die wiBrige Losung py 6 
migt, nochmals kraftig geschiittelt, 1—2 Stdn. stehen gelassen, der Niederschlag 
mit einer Glasfritte (G3) abgetrennt, mit etwa ebenso schwach saurer Natrium- 
acetatlésung gewaschen und mit Aceton von der Fritte gelést. Die Acetonlésung 
wird mit dest. Wasser verdiinnt, mit Schwefelsiure angesauert und der Farbstoff 
iiber Ather in Ammoniak iiberfiihrt. Die ammoniakalische Lésung wird als Alanin 
emessen. 

’ b) Trennung des Prolin- und Threoninfarbstoffes: Die Acetat- 
lisung'*wird unter laufender Zugabe von etwas Salpetersiure ausgeithert, die 
itherische Farbstofflésung mit soviel atherischer Diazomethanlésung versetzt, daB 
der geléste Kisessig ebenfalls vollstindig verestert wird. Dann wird, wie bei der 
Trennung von Alanin und Threonin beschrieben, verfahren. Die Petrolatherlésung 
enthalt den Prolinfarbstoff, die wiBrige Lésung den des Threonins. 


3. Abtrennung und Bestimmung des Tyrosin- und Tryptophan- 
farbstoffes 


_ a) Abtrennung: Die bei der vorangegangenen Gruppentrennung erhaltenen 
Atherlésungen werden vereinigt, im Vakuum bei 20° auf etwa 5 ccm eingeengt und 
méglichst rasch durch eine 1 cm weite Saiule gegeben, die etwa 3 cm hoch mit nicht 
m fein gepulvertem Silbernitrat gefiillt und mit feuchtem Ather angesetzt ist. 
Darauf wird mit etwa 5 ccm feuchtem Ather rasch nachgewaschen, die Vorlage 
gewechselt, der Farbstoff rasch mit Aceton herausgelést, das Aceton rasch mit 
dest. Wasser und etwas Schwefelsiure verdiinnt und ausgeathert. 


b) Bestimmung: Die so erhaltene Atherlésung wird mit einer atherischen 
Diazomethanlésung vereinigt und nach gutem Umschiitteln mit n/10-Natronlauge 
ausgezogen. Die alkalische Lésung enthalt den Tyrosinfarbstoff und kann un- 
verandert gemessen werden. Die Atherlésung wird iiber wenig n/10-Natronlauge 
bei 20° im Vakuum abgedampft, die zuriickbleibende alkalische Lésung 5 Min. 
auf 50° erwirmt und der darin enthaltene Farbstoff nach 30 Min. iiber Ather in 
eine ammoniakalische Lésung iibergefiihrt. Diese enthalt den Tryptophanfarbstoff. 
Ein im Ather verbleibender Farbstoffanteil deutet auf zu langsames Arbeiten bei 
der Adsorption an Silbernitrat. 


4, Bestimmung von Phenylalanin, Leucin und Valin 
Sind nur Leucin- und Valin-Farbstoffe vorhanden, wird die bei der Adsorption 
an Silbernitrat erhaltene A therlésung mit Ammoniak ausgezogen, der geléste Ather 
durch kurzes Aufkochen aus der waBrigen Lésung vertrieben, der Farbstoff durch 





Ansiuern in Butylither iiberfiihrt und dieser mit Ammonchlorid - Carbonat- 
lésung geschiittelt. Die weitere Durchfiihrung der Bestimmung erfolgt nach der 
Vorschrift zur rechnerischen Bestimmung von zwei Farbstoffen in einem Gleich- 
gewicht. 

Bei Anwesenheit aller drei Aminosiiuren kann nur die Summe der Molzahlen 
bestimmt werden. 


Die Auftrennung der Wassergruppe 


1, Abtrennung des Cystinfarbstoffes 
Die bei der Trennung in Ather- und Wassergruppe erhaltene wiGrige Lésung 


wird _ angesiuert, ersch6pfend ausgeithert, die gesamten Atherlésungen mit 7/10- 


atronlauge ausgezogen, die gesamten alkalischen Lésungen méglichst genau 
4* 
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neutralisiert, soviel prim. Kaliumphosphat zugegeben, daf eine etwa 5-proz. Lisung 
entsteht, deren Volumen 10 ccm méglichst nicht iibersteigen soll, etwa 5 ccm Amy]. 
iither zugegeben, kraftig geschiittelt und 4—5 Stdn. bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Der entstandene Niederschlag wird durch eine Glasfritte (G 4) vorsichtig 
mit schwachem Vakuum abgetrennt, mit etwas prim. Kaliumphosphatlésung und 
Amylither gewaschen und der Niederschlag mit warmem schwach ammoniakali- 
schem Wasser von der Fritte gelést. Diese Lisung enthalt den Cystinfarbstoff, 


2. Abtrennung der Glutaminsaiure- und Asparaginsaurefarbstoffe 


a) Abtrennung: Die Amylatherlésung wird mit n/10-Natronlauge ausge- 
schittelt, die alkalische Lésung mit der Phosphatlésung vereinigt, angesiuert und 
erschépfend mit Essigester ausgeschiittelt. Zu dieser Lésung werden etwa 10 bis 
15 com Kaliumcarbonatlésung (0,7 g/ccm) gegeben, kraftig durchgeschittelt und 
2—3 Stdn. stehen gelassen. Sollte sich durch groBe Mengen Oxyprolinfarbstoff 
ein Niederschlag an der Phasengrenze gebildet haben, so ist es zweckmiBig, erst 
nach 12 Stdn. weiter zu arbeiten. Darauf wird die Kaliumcarbonatliésung nach dem 
Abtrennen des Essigesters erschépfend (etwa 3-mal) mit dem gleichen Volumen 
Essigester ausgeschiittelt (Bestimmung vergl. vorige Mitt.). 


3. Abtrennung des Serinfarbstoffes 


Die in der vorangegangenen Gruppenabtrennung erhaltene Essigesterlésung 
wird mit n/10-Natronlauge ausgezogen und der Farbstoff aus der alkalischen Lé- 
sung durch schwaches Ansiuern (pq 4) und Aussalzen mit Natriumnitrat in Ather 
iiberfiihrt. Darauf wird der Ather im Vakuum bei 20° entfernt und der zuriick- 
gebliebene Farbstoff in 1—2 ccm Methanol aufgenommen. Die Methanollésung 
wird auf eine Saiule mit 3 cm Fiillhdhe und 1 cm Weite gegeben, die wasserfreies 
Natriumcarbonat, das etwa die KorngriéfBe feinen GrieBes besitzt, enthalt und mit 
Methanol angesetzt ist. Nachdem der gesamte Farbstoff auf die Séule gebracht ist, 
wird mit 4—5 ccm Methanol nachgewaschen. Der Serinfarbstoff haftet am Kopf 
der Saéule. Es wird nach dem Herausliésen mit methylalkol. Kalilauge die Lésung 
mit Ammoniak verdiinnt und gemessen. Die geringe Menge Methanol wird durch 
kurzes Aufkochen vorwiegend entfernt, ein kleiner Rest stért die Messung nicht, 


4, Abtrennung des Oxyprolinfarbstoffes 


Die in der vorigen Trennung erhaltenen, vereinigten Methanollésungen werden 
mit etwa 5 ccm verd. Ammoniak verdiinnt, das Methanol im Vakuum bei etwa 
20° mdglichst vollstindig entfernt, etwa 10 ccm dest. Wasser, soviel festes Kalium- 
phosphat, wie es einer etwa 5-proz. Lésung entspricht und feingepulvertes Natrium- 
nitrat bis zur Sittigung zugegeben. Bei der weiteren Trennung soll immer etwas 
festes Natriumnitrat als Bodenkérper vorhanden sein. Es wird,mit Amylither 
3—4mal ausgeithert. Da dieser sehr langsam feinste Emulsionen abgibt, mui 
sorgfaltig auf gutes Abschichten geachtet werden. Die vereinigten Atherlésungen 
werden mit etwa 10 ccm einer mit Natriumnitrat gesittigten Kaliumphosphat- 
lésung ausgeschiittelt und diese wieder 3—4-mal mit Amylather ausgeschiittelt. 
Die vereinigten waBrigen Liésungen enthalten den Oxyprolinfarbstoff. Durch 
Ansauern wird der Farbstoff in Ather und durch Ammoniak wieder in die waBrige 
Lésung ibergefiihrt, die als Oxyprolin gemessen wird. Ob die Zahl der angegebenen 
Ausatherungen und Riickfiihrungen in die Phosphatlésungen ausreichend ist, mu} 
auf Grund der Mengenverhiltnisse der Farbstoffe und ihrer Verteilungsquotienten 
entschieden werden. Die vorstehend angegebene Anzahl ist fiir etwa aquimolare 
Mengen angegeben. 


5. Trennung von Glykokoll- und Threoninfarbsto ff 
Die zuvor erhaltene Amylatherlésung wird mit, verdiinntem Ammoniak voll- 
stindig ausgezogen und wie bei der Trennung in Ather- und Wassergruppe be- 
schrieben, verfahren. Abweichend von der dort gegebenen Vorschrift ist der Zusatz 
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yon Natriumnitrat zur waGrigen Lésung bis zur Sattigung. AuBerdem muf der 
Ather durch ein doppeltes Papierfilter gegeben werden, um den evtl. auftretenden 
Niederschlag von Glykokollfarbstoff zuriickzuhalten. Das Ablésen des Nieder- 
schlages vom Filter erfolgt durch kurzes Aufkochen mit verd. Ammoniak. Der ab- 
gelste Niederschlag und die wiGrige Lésung werden vereinigt und tiber Ather in 
ammoniakalische Lésung iiberfiihrt. Sie enthalt den Glykokollfarbstoff. Die 
Atherlésung wird zur Messung mit Ammoniak ausgezogen und enthialt den Threonin- 
farbstoff, der zum Teil noch beim Alanin- und Prolinfarbstoff in der Athergruppe 
bleibt und davon ebenfalls abgetrennt und mit dieser Lésung zur Messung vereinigt 
werden mu$, 


Wahl der Gréfe der Adsorptionssaule 

Die angegebenen GréBen der Adsorptionssiulen beziehen sich auf Mengen von 
etwa 3—4 10-7 Mol. Bei gréBeren Mengen muB die Siule entsprechend vergréBert 
werden, besonders bei Natriumcarbonat als Adsorbens ist die Adsorptionsdichte 
nicht so groB. Es muB daher darauf geachtet werden, da mindestens 1,5 cm ein- 
wandfrei keinen Farbstoff mehr tragen, um sicher zu sein, daf kein zu adsorbieren- 
der Farbstoff die Saule passiert hat. Andererseits soll die leere Siule méglichst 
kurz gehalten werden, da von den passierenden Farbstoffen leicht geringe Mengen 
zuriickgehalten werden. 


Trennungen der Athergruppe 















































wees Einwaage 
Aminosiaure- m - gefunden / 
Trennung durch inl0-7Mol].° 5 )- x 
farbstoff Farbstoff in1077 Mol D 
leucin . . . . | Gleichgewicht Amylather-Phos- 5,752 5,675 98,7 
Methionin . . . | phat-Nitrat-Lésung nach Oxy- 1,155 1,168 | 101 
dation mit Wasserstoffperoxyd 
Lysin-diureid . | Gleichgewicht Ather-Ammon- 3,358 3,340 99,5 
Methionin-sulfon | chlorid-Nitrat-Lésung 3,218 3,200 99,5 
Alanin. . . . . | Gleichgewicht Ather-Ammon- 6,758 6,701 99 
Valin . . . . . | chlorid-Nitratlésung 4,089 4,800 99,8 
manin. © 2 6s Gleichgewicht Butylather- 6,758 6,880 101,7 
Valin . . . . . | Ammonchlorid-Nitrat-Lésung 4,089 3,982 97,4 
Alanin .. . . | Adsorption aus Essigester an 2,328 2,503 | 107 
Prolin. . . . . | Natriumcarbonat 4,113 4,000 97,4 
Alanin. .... Bleisalzbildung im Gleichgewicht| 2,328 2,249 96,6 
Prolin. .... Amylather-Natrium-Bleiacetat- 4,113 3,995 97,4 
Lésung 
Phenylalanin . . | Verteilung der Methylester 0,771 0,768 99,6 
Tyrosin . . . . | zwischen Benzin und Wasser 1,010 1,000 99 
Threonin . . . | Verteilung der Methylester 0,824 0,813 98,8 
Alanin. .... zwischen Benzin und Wasser 1,020 1,101 101 
Leucin ... . | Farbstoff durch Adsorption aus | 5,230 5,200 99,5 
Tryptophan . . | Ather an Silbernitrat 3,332 3,300 99 
Phenylalanin . . | Ausziehen d.atherischen Methyl-| 0,771 0,769 99,8 
Tyrosin . . . . | esterlésung m. 7/10-Natronlauge | 1,010 1,008 99,4 
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Trennung der Wassergruppe 





—- Einwaage 
Aminossure- Trennung durch in 10-7 Mol gefan men 
farbstoff - in 10-7 Mol 
Farbstoff 





Gleichgewicht Amylither- 6,432 6,501 
Phosphat-Lésung 3,031 3,100 


Gleichgewicht Essigester- 3,031 3,000 
Glutaminsaiure . | Kaliumcarbonat-Lésung 6,432 6,402 
Oxyprolin . . . | Gleichgewicht Essigester- 5,565 5,501 
Glutaminsiure . | Kaliumcarbonat-Lésung 6,913 0,908 








Adsorption aus Methanol an 4,111] 4,282 
Natriumcarbonat 9,801 9,707 





Glykokoll . . . | Gleichgewicht Amylather- 5,379 5,493 
Oxyprolin . . . | Phosphat-Nitrat-Lésung 4,938 4,762 





Glykokoll . . . | Gleichgewicht Ather-Ammon- 2,831 2,801 
Threonin .. . | chlorid-Nitrat-Lésung 4,137 4,189 





Histidin . . . . | Gleichgewicht Ather- verd. 5 4,260 
Oxyprolin . .-. | Schwefelséiure Dib 8,200 


Gleichgewicht Ather-Ammon- 33 3,248 
Glykokoll . . . | chlorid-Carbonat-Lésung 2,790 








a) Cystin . . . | Gleichgewicht Ather-Ammon- 2,5! 15,68 
Alanin . . . | chlorid-Carbonat-Lésung 5 9,23 
b) Cystin ... ‘ 12,62 
Alanin ... : 12,16 

















a) Ohne Wiederholung der Trennung. 
b) Nach einmaliger Wiederholung der Trennung. 


Trennung einzelner Farbstoffgruppen 


Trennung von Tyrosin-Tryptophan-Valin- und Phenylalanin-Farbstoff nach dem 
in der Arbeitsvorschrift beschriebenen Schema (Phenylalanin und Valin durch 
Berechnung wie Leucin und Valin) 





Einwaage a 
Aminosiurefarbstoff in 10-7 Mol pa 10-7 Mol 
Farbstoff - “ 





2,845 2,835 
Tryptophan . 5,350 5,300 


Phenylalanin 4,838 5,113 
4,703 4,403 
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Trennung von Cystin-Glykokoll-Serin- und Oxyprolin-Farbstoff nach dem in der 
Arbeitsvorschrift gegebenen Schema unter Auslassung der nicht notwendigen 
Trennungen 





Finwaage 
Aminosiurefarbstoff in 10-7 Mol : are. ow 
Farbstoff as . 





Cystin 3,322 
Glykokoll 6,813 
Serin. . 4,115 
Oxyprolin 8,441 








Analyse eines Aminosiuregemisches 


Die Trennungen sind nach der Arbeitsvorschrift unter Auslassung der nicht not- 
wendigen Stufen durchgefiihrt 





Bn eee Einwaage gefunden 
Aminoskure in 10-7 Mol | in 10-7? Mol 





2,210 2,171 
3,318 3,280 
4,391 4,512 
1,885 1,781 
4,387 4,208 


peucin 2.222 2,085 











Uber die Léslichkeit der Proteine des Kaltbliitermuskels in ver- 
schiedenen Extraktionsgemischen 
Von 


D. Gebers und H. J. Deuticke 


! 
Herrn Professor Dr. Ernst Frey zu seinem 70. Geburtstag gewidmet 


Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Institutes der Universitit Bonn 
und dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Oktober 1948) 


Verinderungen an MuskeleiweiBkérpern bei der Muskeltitigkeit 
qualitativ und quantitativ zu erfassen, ist oftmals mit physikalischen, 
physikochemischen und chemischen Methoden versucht worden. Eine 
Methode, die solche Verinderunger quantitativ zu verfolgen gestattet 
und zur Feststellung gesetzmaBiger Beziehungen zwischen der Gré8e 
dieser Anderungen und der GréBe der Arbeitsleistung des Muskels fiihrte, 
ist die Methode der Léslichkeitsbestimmung der Muskelproteine von 
H. J. Deuticke!*, Bei deren Ausarbeitung hatte sich bereits ge- 


1 H. J. Deuticke, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 224, 1 { 1930). 
2 H. J. Deuticke, diese Z. 210, 97 [1932]. 
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zeigt! > 3, daB fiir die Léslichkeit der lebensfrischen Muskeleiwei8k6rper 
und fiir die GréBe und Richtung der durch die Tiitigkeit, Ermiidung, 
Kontraktur und Starre gesetzten Léslichkeitsiinderung die Zusammen- 
setzung der Extraktionsfliissigkeit, die Art der Salze, ihre Konzentration 
und die Wasserstoffionenkonzentration von Bedeutung sind. Als giin- 
stigstes Extraktionsmittel zur Erfassung von Léslichkeitsinderungen 
hatte sich ein m/10-K-Phosphatpuffergemisch von p, 7,2 erwiesen. Von 
der Vorstellung ausgehend, da Anderungen der Proteinléslichkeit in 
Abhangigkeit von der Zusammensetzung des Extraktionsmittels vielleicht 
auch Riickschliisse zulieBen auf die am Eiwei®molekiil bei der Tatigkeit 
erfolgenden chemischen Anderungen, ist in Fortsetzung friiherer z. TI. 
unver6ffentlichter Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit gepriift 
worden, inwieweit Zusiitze anderer anorganischer und auch organischer 
einschlieBlich muskeleigener Substanzen zum Extraktionsgemisch die 
Proteinléslichkeit im frischen, gealterten und ermiideten Muskel be- 
einflussen. 


Methodik 


In den Versuchen mit Muskelbrei (,,Alterungsversuchen“) wurden Gastroc- 
nemien und Oberschenkelmuskulatur méglichst frisch gefangener Frésche nach 
der Dekapitation der Tiere rasch abpripariert, durch vorsichtiges Ausstreichen 
auf Filtrierpapier vom Blut befreit und auf eisgekiihlter Glasplatte sorgfaltig, 
unter Entfernung von Sehnen und Nerven, mit der Schere zerkleinert. Nach griind- 
licher Durchmischung wurde der Muskelbrei in zwei Teile geteilt und aliquote 
Anteile (0,3—0,5 g) der einen Hilfte sofort grob auf der Hornwaage abgewogen 
und in fliissige Luft versenkt*. Die gefrorenen Portionen wurden, nach griind- 
licher Zerkleinerung im Porzellanmérser mit dem Pistill, dauernd unter fliissiger 
Luft, in analytisch vorgewogene, 50 ccm fassende Erlenmeyer-Kolben mit Schliff- 
stopfen eingefiillt, die 30 ccm der jeweiligen Pufferlésung enthielten. Unter dauern- 
dem Umschiitteln taute die Muskulatur rasch auf. Die so beschickten Kolben 
wurden analytisch nachgewogen und zur Extraktion 12—15 Stdn. unter hiufigem 
Umschiitteln im Eisschrank belassen. Die zweite Breihalfte blieb eine bestimmte 
Zeit (%—1 Stde.) in feuchter Kammer bei Zimmertemperatur, sie ,,alterte‘‘; an- 
schlieBend wurden von ihr ebenfalls aliquote Teile auf der Hornwaage abgewogen 
und analog dem frischen Muskelbrei weiter behandelt. 

Zu den Arbeitsversuchen kamen jedesmal 5—6 Paar Gastrocnemien 
moglichst frisch gefangener Frésche zur Verwendung. Von den beiden durch vor- 
sichtiges Ausstreichen auf Filtrierpapier vom Blut befreiten Gastrocnemien wurde 
der eine als Arbeitsmuskel an der Achillessehne und am proximalen Muskelende 
zwischen zwei Metallhaken .als Elektroden ausgespannt und in ein Kopyloff- 
GefaiB® versenkt, das einige ccm Ringerlésung enthielt und nach oben mit feuchtem 
Filtrierpapier abgedeckt war. Der Muskel war so vor Verdunstung geschiitzt, ohne 
selbst mit Flissigkeit in Berithrung zu kommen. Die Ringerlésung wurde mit Stick- 
stoff durchperlt, um die Ermiidung des mit meist 10 g belasteten Muskels zu be- 
schleunigen. Gereizt wurde direkt mit Einzelinduktionsschligen (40 SchlieBungs- 
schlage pro Minute) bei zunichst méglichst niedriger, mit fortschreitender Ermiidung 


3 J. Hensay, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 224, 44 [1930]. 
* Kontrollversuche zeigten, da weder die Herstellung des Muskelbreies 
und die damit verbundene Verzégerung, noch das Gefrieren die Proteinléslichkeit 
beeinflussen. Dagegen ist gute Zerkleinerung Voraussetzung einer unter den 
gegebenen Bedingungen méglichst vollstindigen Extraktion. 
5 G. Kopyloff, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 158, 219 [1913]. 
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langsam ansteigender Spannung (in den Tabellen durch den Rollenabstand zum 
Ausdruck gebracht). Der vollstindig ermiidete, aber keinesfalls totenstarre Muskel 
wurde in fliissige Luft versenkt, gleichzeitig mit dem zweiten Gastrocnemius, der 
als Kontrollmuskel wahrend der Arbeitszeit seines Brudermuskels ungereizt in 
einer feuchten Kammer unter Sauerstoffzufuhr gehangen hatte. Nachdem simt- 
liche Muskeln, natiirlich nach z. Tl. verschieden langer Arbeitszeit, ermiidet und 
in flissige Luft gebracht waren, erfolgte die Zerkleinerung und Extraktion der 
Gastrocnemien wie oben beschrieben. 

Nach der 12—15-stdg. Extraktion wurde durch Schwarzbandfilter filtriert 
und in aliquoten Teilen der Filtrate der gesamte lésliche Stickstoff und der Rest- 
stickstoff nach der Mikro-Kjeldahl-Methode bestimmt und als deren Differenz 
der lésliche EiweiSstickstoff errechnet. In einigen Breiversuchen mit vielen Einzel- 
ansitzen begniigten wir uns, den Reststickstoff nur in zwei Ansitzen zu bestimmen. 
Alle Analysen wurden als Doppelbestimmungen durchgefiihrt; die in den Tabellen 
angegebene prozentuale Léslichkeitsinderung ist berechnet auf die Werte des 
frischen bzw. Ruhemuskels. 

Das zur Extraktion verwandte Phosphatpuffergemisch enthielt in den meisten 
Versuchen, wenn nicht anders angegeben, primares und sekundares Kaliumphosphat 
gleicher Konzentrationen im Verhiltnis 1:4 bei einem py von 7,2. Die Uber- 
legenheit von Kaliumphosphatpuffern gegeniiber Natriumphosphatpuffern bei 
der Extraktion von Muskelproteinen war bereits von J. Hensay® festgestellt 
worden. Kaliumchlorid-Extrakte werden auch anstatt Natriumchlorid-Extrakten 
zur praparativen Darstellung des Myosins verwandt*®-®, da Myosin in Kalium- 
salzlésungen anscheinend stabiler ist als in den entsprechenden Natriumsalz- 
lésungen’°-1, Bestimmten Volumina des Phosphatpuffergemisches waren klei- 
nere Volumina der zu prifenden Salzlésungen in den angegebenen Konzen- 
trationen, in den Kontrollansitzen Wasser,” zugesetzt (Einzelheiten siche in den 
Tabellen). Die in den Tabellen vermerkten py-Messungen wurden mit dem Lauten- 
schlagerschen Ionometer ausgefiihrt. 


Versuchsergebnisse 
A. Versuche mit Muskelbrei 


In den Versuchen der Tab. 1 ist der Einflu8 gepriift, den Kalium- 
jodid, in verschiedenen Konzentrationen dem m 10 (Versuch 1—3) bzw. 
m/20 (Versuch 4—6) Kaliumphosphatpuffer von py 7,2 zugesetzt, auf 
die Proteinléslichkeit im frischen und im gealterten Muskelbrei ausiibt. 

Im Vers. 1 zeigt sich, daB& der Zusatz von m/5-KJ die Léslichkeit 
der Proteine des frischen und auch des gealterten Muskels stark herauf- 
setzt, im frischen Muskel mit einer Lés'ichkeitssteigerung um 18,0% 
gegeniiber dem reinen Phosphatwert jedoch w<sentlich -tirker als im 
gealterten (10,7%), dessen Proteine demnach bei der Aufbewahrung eine 
Anderung erfahren haben, die sie gegeniiber dem léslichkeitsbegiinstigen- 
den Einflu8 von Jodidionen weniger empfindlich macht. Bei Verwen- 
dung des jodidhaltigen Extraktionsmittels wirkt sich info!gedessen der 


6 J.T. Edsall, J. biol. Chemistry 89, 289 | 1930). 

7 A.L. v. Muralt und J.T. Edsall, J. biol. Chemistry 89, 315 | 1930}. 

8 A. L. v. Muralt und J. T. Edsall, J. biol. Chemistry 89, 351 |1930'. 

® H. H. Weber und K. Meyer, Biochem. Z. 266, 137 [1933]. 

lo J, T. Edsallu. J. W. Mehl, J. biol. Chemistry 183, 409 [ 1940). 
; 11 A. E. Mirsky, in Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol. 6, 150 
{1938}, 
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EinfluB der Alterung mit einer Liéslichkeitsabnahme von 13,2%, wesent- 
lich stiirker aus als im reinen Phosphatpuffer, in welchem die Abnahme 
nur 6,7%, betrug. 

Bestiatigt wird dieses Ergebnis im niichsten Versuch, in dem die 
Konzentration des Kaliumjodids variiert wurde. Zusatz von m/2,5- 
Jodid setzt zwar die absolute Proteinléslichkeit noch mehr herauf, um 
36,5% im frischen und um 29,1% im gealterten Muskelbrei gegeniiber 
den Phosphatwerten, aber die Liéslichkeitsabnahme bei der Alterung ist 
prozentisch dabei nicht gréBer als im Ansatz mit m/5-Jodidzusatz. Die 
m/10-KJ-Konzentration liBt dagegen den léslichkeitssteigernden Effekt 
des Jods nur noch wenig erkennen, ein Ergebnis, das der dritte Versuch 
dieser Tabelle bestiatigt, der auBerdem zeigt, daB bei Zusatz einer 
schwachen K-Jodidlésung von m/100-Konzentration die Léslichkeits- 
abnahme im gealterten Muskelbrei gegeniiber der im reinen Phosphat- 
puffergemisch beobachteten prozentisch sogar geringer ist. 

Die niichsten Versuche 4—6 wurden in Anlehnung an friihere, bisher 
unver6ffentlichte Versuche durchgefiihrt, in denen Phosphatpuffer von 
py 7,2, die stirker als m/5 und schwicher als m/10 konzentriert waren, 
eine bei m/5 bis m/10 nachweisbare Léslichkeitsiinderung von Muskel- 
proteinen nicht mehr oder nur in geringem Umfange hatten erkennen 
lassen. Im Versuch 4 steigert Zusatz von m/5 K-Jodid zu dem zum 
Nachweis der Léslichkeitsinderung ungeeigneten m/20 Kaliumphosphat- 
puffer die Léslichkeit der frischen Proteine wiederum stiirker als die der 
gealterten, so daB eine Abnahme um 4,8% als Folge der Alterung re- 
sultiert, waihrend die schwiicheren Jodidkonzentrationen (m/30 und 
m/100) ohne Einflu8 auf die Proteinléslichkeit sind. In den beiden 
folgenden Versuchen 5 und 6 wird eine in m/20-Phosphatpuffer aus- 
nahmsweise noch nachweisbare Léslichkeitsabnahme durch den Zusatz 
von m/30-KJ aber nicht nur unbeeinfluBt gelassen, sondern sogar auf- 
gehoben, und zwar dadurch, daf der Zusatz hier, wie in Versuch 3 die 
m/100-Jodidkonzentration, die Léslichkeit der gealterten Proteine 
stiirker begiinstigt als die der lebensfrischen Proteine. 

Das demnach zum Nachweis eines Alterungseffektes an Muskel- 
proteinen besonders geeignete m/10-Phosphatpuffergemisch von py 7,2 
mit Zusatz von 1/; bis 1/, Volumanteil m/5-KJ wurde seit dieser unserer 
Feststellung bereits mehrfach mit Erfolg zu Untersuchungen iiber das 
Verhalten von Muskelproteinen bei Beanspruchung des Muskels_ver- 
wandt* 2-16. Der die Proteinléslichkeit steigernde Einflu des Jodid- 
zusatzes beruht’z.Tl. auf einer Erhéhung der Salzkonzentration des 


12 H. J. Deuticke u. U. Ebbecke, diese Z. 247, 79 [1937]. 

13 H. J. Deuticke u. O. Hasenbring, diese Z. 256, 184 [1938]. 

14 G,Ménninghoff, Uber den Einflu8 der Phenylurethannarkose auf dic 
oe der Proteine im isolierten Froschmuskel, Diss. Bonn 1938, diese Z. 284, 
9 [1949]. 

16 H.J.Deuticke, S.Hollmann u. H. Schaefer, Pfliigers Arch. ges. 
Physiol. Menschen Tiere 248, 39 | 1944}. 

16 L.. Friederici, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 248, 51 [1944]. 
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Extraktionsmittels, da diese, wie bereits friiher! dargetan und seitdem § 


von anderen Autoren!” 18 bestiitigt, die Proteinléslichkeit begiinstigt. 
Aber da die Steigerung der Salzkonzentration des Extraktionsmittels 
nicht gleichmiBig die Léslichkeit der lebensfrischen und gealterten 
Muskelproteine begiinstigt, auch nicht in allen Konzentrationsbereichen 
zu einer Zunahme der Differenz in der Léslichkeit frischer und gealterter 
Muskelproteine fiihrt, ja unter Umstiinden solche Unterschiede ver. 
schwinden 1a8t, muB noch eine besondere Wirkung des Jodids vorliegen, 
die wir durch Einbeziehung der iibrigen Halogene sowie einiger weiterer 
Anionen in den Bereich unserer Untersuchung zu kliren suchten. 

In den hierher gehérigen Versuchen der Tab. 2 ergab sich ebenso- 
wenig wie in denen der Tab. 1 und den folgenden Versuchen dieser 
Arbeit ein EinfluB der maximal Istdg. Alterung auf den Reststickstoff- 
gehalt. Infolgedessen sind in dieser und den folgenden Tabellen die Rest- 
stickstoffwerte fortgelassen und nur die Eiweifstickstoffwerte wieder- 
gegeben. Vers. 7 zeigt, daB auch das Bromid auf die Proteine des frischen 
Muskels léslichkeitssteigernd wirkt, jedoch ungleich schwicher als das 
Jodid. Auf die Léslichkeit der Proteine des gealterten Muskelbreies 
bleibt der Zusatz von Bromid im Gegensatz zu dem von Jodid ohne 
EinfluB, so-daB als Ergebnis dieser verschiedenen Einfliisse die durch 
Aufbewahrung des Muskelbreies erzielbare prozentische Léslichkeits- 
abnahme bei Extraktion im Bromidphosphatpuffer mit 9% zwar stiirker 
als im reinen Phosphat (6%), aber schwacher als im Jodidphosphat- 
puffer (13%) in Erscheinung tritt. Diese Ergebnisse. finden ihre Be- 
stitigung in Versuch 8, in dem siimtliche Halogene in m/5-Konzentra- 
tion dem Phosphatpuffer zugesetzt wurden. Beziiglich des Chlorids 
stellt sich heraus, daB es wie Bromid, wenn auch noch schwicher als 
dieses, begiinstigend auf die Léslichkeit der frischen Muskelproteine 
wirkt und auf den gealterten Muskelbrei ohne EinfluB bleibt, ein Ver- 
halten, das im Vers. 9 bestitigt wird. Dagegen steigert Fluoridzusatz im 
Vers. 8 zwar die Léslichkeit des frischen MuskeleiweiBes auch noch um 
einen geringen Betrag, aber im gealterten Muskelbrei hemmt es die 
Léslichkeit stark und bewirkt dadurch eine prozentische Léslichkeits- 
abnahme als Folge der Breiaufbewahrung von 12,5%. 

Dieses Verhalten des Fluorids ist weitgehend abhingig von seiner 
Konzentration. Im Vers.9 wird es z. B. nicht bestiitigt. Hier ist beim 
Fluoridzusatz auch im gealterten Muskelbrei eine Erhéhung der Protein- 
léslichkeit und infolgedessen ein prozentisch geringerer Alterungseffekt 
festzustellen. Aber im Vers. 9 betrigt das Verhiltnis des Kalium- 
phosphatpuffers zum jeweiligen Halogenzusatz 6:1, im Vers. 8 dagegen 
5:1, und diese geringen Konzentrationsunterschiede bzw. das verschie- 
dene Mischungsverhiltnis sind, wie Vers. 10 zeigt, fiir die verschie- 
denen Ergebnisse verantwortlich zu machen. Da es wirklich das 





7 HHL Weber, Ergebn. Physiol. biol. Chem. exp. Pharmakol. 36, 109 
{1934}. 
18 R. Bucher, Helvet. med. Acta 8, Suppl. 7, 45 |1941]. 
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Mischungsverhaltnis und nicht eine einfache Steigerung der Fluorid- 
konzentration ist, zeigt Vers. 11, in dem der Zusatz von m/2-KF den 
Unterschied in der Léslichkeit der frischen und gealterten Proteine nicht 
steigerte sondern abschwiichte. 

In den bisher besprochenen Versuchen ergab sich also, daB die 
Halogene, in bestimmter Konzentration einem Phosphatpuffer von 
pu 7,2 zugesetzt, maBgeblich die Léslichkeit von Muskelproteinen be- 
einflussen. Sie ordnen sich in der Reihenfolge: Jodid, Bromid, Chlorid, 
Fluorid, d. h. entsprechend ihrer Stellung in der lyotropen Reihe, wobei 
die Léslichkeit der lebensfrischen Proteine durch das Jodid am 
stiirksten, durch das Fluorid am schwichsten, wenn iiberhaupt, ge- 
steigert wird. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der von Weber 
und Bliihbaum? am ausgewaschenen Muskelbrei gemachten Beob- 
achtung, daB bei #y 6-7 Chlorid stirker die Léslichkeit und Quell- 
barkeit von Muskelglobulinen férdert als Fluorid. Im gealterten 
Muskelbrei ist der léslichkeitssteigernde KinfluB des Jodids ungleich 
geringer, Bromid- und Chloridzusatz sind ohne Einflu8, und Fluorid 
mindert sogar bei einem Verhiltnis von Phopshat: Fluorid wie 5: 1 die 
Proteinléslichkeit. Die Breiaufbewahrung fihrt also zu einer herab- 
gesetzten Ansprechbarkeit der Muskelproteine auf den Zusatz dieser 
Anionen. 

Rhodanid”, das wie das Jodid auf dem quellungsbegiinstigenden 
Ende der lyotropen Reihe steht und in den oben erwihnten Untersu- 
chungen von Weber?!’ besonders stark léslichkeitssteigernd wirkte, 
setzt in optimaler, d.h. m/4- und m/5-Konzentration dem Phosphat- 
puffer beigegeben (s. Vers. 12 und 13), die Léslichkeit der Muskel- 
proteine im frischen Brei herauf und im gealterten herab, so daB als 
Folge der Alterung die Léslichkeitsabnahme im Phosphatrhodanid- 
gemisch auf 20—25% gegeniiber 7—11% im reinen Phosphatgemisch 
ansteigt. Das Rhodanid kommt in dieser Konzentration in seiner Wir- 
kung weniger dem Jodid, dem es in der lyotropen Reihe am niichsten 
steht, sondern dem Bromid und dem Fluorid nahe. Denn Bromidzusatz 
fiihrte bei Extraktion des frischen Muskelbreies stets zu einer Lés- 
lichkeitssteigerung, lie& die Léslichkeit der gealterten Proteine unbe- 
einfluBt, wéihrend Fluoridzusatz die Léslichkeit der gealterten Pro- 
teine hiufig herabsetzte. In schwiicherer, in m/50-Konzentration, 
hemmt, wie Vers. 13 zeigt, zugesetztes Rhodanid ausschlieBlich die 
Proteinléslichkeit, und zwar in erheblichem Umfange, um 32% im 
gealterten und um 33% im lebensfrischen Muskelbrei gegeniiber den im 
reinen Phosphatgemisch gefundenen Werten von ldéslichem Kiweib- 
stickstoff. 

Das Sulfosalicylat, das wie alle bisher gepriiften Anionen als 
K-Salz zugesetzt wurde, im Versuch 14 in m/2- bis m/100-Konzentration, 


19 In den Versuchen mit Rhodanidzusatz wurde der Stickstoffgehalt der 
thodanidhaltigen Puffergemische nach Kjeldahl ermittelt und rechnerisch in Abzug 
gebracht. 
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steigerte bei Py 7,2 wie das Jodid die Léslichkeit der frischen und der 
gealterten Muskelproteine, aber ungleich stiirker noch als das Jodid. So 
betrug im Vers. 14 die Steigerung bei m/2- und m/5-Sulfosalicylatzusatz 
gegeniiber den Werten im reinen Phosphatpuffer 126 bzw. 82% fiir den 
frischen und 99 bzw. 59% fiir den gealterten Muskelbrei, wihrend im 
Vers. 2 (Tab. 1) z. B. der Jodidzusatz von m/2,5 und m/5 die Protein. 
léslichkeit nur um 37 bzw. 20% und um 29 bzw. 13% steigerte. Je 
schwicher die Sulfosalicylatkonzentration, um so geringer wurde beim 
frischen und beim gealterten Muskel die Differenz zum Phosphatpuffer. 
Doch konnte hier im Gegensatz zum Jodid und Rhodanid bei nied. 
riger Konzentration keine Léslichkeitshemmung im Vergleich zum 
Phosphatpuffer allein festgestellt werden. Der prozentisch héchste 
Unterschied zwischen frischem und gealtertem Muskelbrei wurde auch 
beim Sulfosalicylat bei Zusatz von m/5-Sulfosalicylat gefunden. 

Im schwach sauren Gebiet, bei #, 5 und 6, bei dem wir (s. Vers. 15) 
in Bestiitigung friiherer Versuche! * die Proteinléslichkeit geringer als 
bei py 7 und 8 ‘und keine Unterschiede zwischen frischem und gealtertem 
Muskelbrei fanden, fiihrt Sulfosalicylatzusatz ebenfalls zu einer Léslich- 
keitssteigerung, freilich ohne da8 dadurch ein Alterungseffekt im Sinne 
einer Léslichkeitsabnahme sicher nachweisbar wurde. Bei py 8 nimmt 
wie bei py 7,2 die Proteinléslichkeit durch den Sulfosalicylatzusatz er- 
heblich zu, und auch der Unterschied zwischen frischem und gealtertem 
Muskelbrei tritt bei diesem py prozentisch wieder stirker in Erscheinung. 

Die bisher festgestellte Steigerung der Léslichkeit lebensfrischer 
Muskelproteine durch Zusatz von m/5-Jodid, Bromid, Chlorid, Rho- 
danid und Sulfosalicylat zum Extraktionsmittel sowie die geminderte 
Ansprechbarkeit der gealterten Muskelproteine, die in einer Un- 
beeinfluBbarkeit durch Bromid- und Chloridzusatz und beim Rhodanid- 
zusatz sogar in einer Herabsetzung der Proteinléslichkeit gegeniiber dem 
reinen Phosphatpuffer zum Ausdruck kam, wurde mit Ausnahme von 
Vers. 15 in etwa neutralem Phosphatpuffergemisch (pq 7,2) beobachtet. 
Bereits von Hensay® ist festgestellt worden, daB im stark sauren 
Acetatgemisch als Extraktionsmittel die Zustandsinderungen der 
Muskelproteine bei der Aufbewahrung und iibrigens auch bei der Tatig- 
keit durch eine Léslichkeitszunahme zum Ausdruck kommen. Diesen 
Befund deutete Hensay damit, da im aufbewahrten Muskelbrei und 
im tétigen Muskel ein stirker alkalischer EiweiBk6rper entsteht. Es 
fragte sich, welche Art Anderung die Léslichkeit lebensfrischer und ge- 
alterter Muskelproteine bei Zusatz der bisher untersuchten Anionen 
zum stark sauren Acetatgemisch erfihrt. In den in dieser Hinsicht an- 
gestellten Versuchen wurde entsprechend den Erfahrungen von Hen- 
say® beim Arbeiten mit sauren Extraktionsgemischen nicht das Ka- 
lium-, sondern das Natriumacetat verwandt, und zwar wurde es in 
m/10-Lésung mit m/10-Essigsiiure in einem Verhiltnis von 15: 40 ge- 
miseht, so daB ein Essigsiiure-Na-Acetatpuffer von py 4,2 als Ausgangs- 
acetatgemisch resultierte. 
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Aus Versuch 16 der Tab. 3 ist zu ersehen, daB hier im stark sauren 
Bereich der Halogenzusatz die Léslichkeit der frischen und der gealterten 
Proteine gegeniiber ihrer Léslichkeit im reinen Acetatpuffer nicht be. 
giinstigt, sondern herabsetzt, beim Jodid am stirksten, beim Fluorid 
am schwichsten. Die Halogene ordnen sich auch hier wieder nach ihrer 
Stellung in der lyotropen Reihe, aber hier auf der sauren Seite des iso. 
elektrischen Punktes der MuskeleiweiBkérper (Myosin fy 5,4, Myogen 
py 6,3, Globulin x pg 5,1, Weber?” *°) gegeniiber dem in Tab. 2 mit- 
geteilten Ergebnis in umgekehrter Reihenfolge. Diese Umkehr der lyo- 
tropen.Reihe in Abhangigkeit vom #y stimmt mit vielen Beobachtungen 
iiber den Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die Léslich- 
keit bzw. Fallbarkeit hydrophiler Kolloide ‘durch Salze iiberein?) * 
und ist auch von Weber?’ in seinen oben erwihnten Untersuchungen 
an Muskelproteinen beobachtet worden. Ferner zeigt sich, daB Jodid., 
Bromid- und Chloridzusatz die Léslichkeit der gealterten Proteine gegen- 
iiber deren Verhalten im reinen Acetatpuffer prozentisch stirker herab- 
setzen als die der lebensfrischen, was mit dem Verhalten dieser Halogene 
im neutralen Phosphatpuffer ausgezeichnet iibereinstimmt. Infolge- 
dessen verschwindet die als Folge der Breiaufbewahrung bei Extraktion 
im reinen Acetatpuffer gefundene Léslichkeitssteigerung von 13,4% bei 
Jodidzusatz fast véllig (3%), bei Bromid- und Chloridzusatz ist sie mit 
7 und 9% noch abgeschwicht, dagegen iibertrifft sie bei Zusatz von 
Fluorid, das auch hier eine gewisse Sonderstellung einnimmt, mit 16% 
Differenz sogar den Ausgangswert im reinen Acetat. Dieses Verhalten 
der Halogene Jodid, Bromid und Chlorid wurde in den Versuchen 17 
und 18 vollauf bestatigt. Diese beiden Versuche zeigen aber ferner, 
daB das Rhodanid noch stiirker als das Jodid; in diesem pg-Bereich die 
Léslichkeit der frischen und der gealterten Proteine herabsetzt, was 
ebenfalls mit Beobachtungen anderer Autoren beziiglich der Stellung 
des Rhodanids in der lyotropen Reihe iibereinstimmt?® #1 %2, und 
zwar die der gealterten Proteine wiederum stiirker als die der lebens- 
frischen. Am starksten ist dieser Effekt naturgema8 beim Sulfosalicylat, 
das als freie Sdure zu den besten EiweiBfillungsmitteln gehort. 


B. Versuche am tatigen Muskel 


Bereits in der Einleitung wurde darauf hingewiesen, daB Léslich- 
keitsinderungen an Muskelproteinen nicht nur im aufbewahrten Muskel- 
brei, sondern auch im tatigen Muskel nachweisbar werden, und daB ihr 
AusmaB durch die GréBe der geleisteten Arbeit bestimmt wird. Sie sind 
auch in der Erholungsphase reversibel, sowohl bei Belassung des Muskels 
im Organismus wie im isolierten Muskel’*. Diese Ergebnisse sind von 


20 H.H. Weber, Naturwiss. 27, 33 [1939]; Forsch. u. Fortschr. 15, 198 
[1939]; u. W. Hollwede, Biochem. Z. 295, 205 [1938]. 
#1 W. Pauli, Hofmeisters Beitr. 5, 27 [1903]; 11, 415 [1908]. 
22 R, Héber, Hofmeisters Beitr. 11, 35 [1907]. 
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Weber und Mitarbeitern!”?° bestitigt und erweitert worden, vor 
allem auch in der Richtung, daB als EiweiBk6rper, an dem die bei der 
Alterung und bei der Muskeltitigkeit durch Bestimmung der Protein- 
léslichkeit im neutralen Puffergemisch faBbaren Anderungen erfolgen, 
das Myosin erkannt wurde® #3, Dies hatten wir?4 vermutet, da Léslich- 
keitsinderungen nur in einem py-Bereich der Extraktionsfliissigkeit, 
indem das Myosin in Lésung geht, nachweisbar werden, aber im Bereich 
des isoelektrischen Punktes des Myosins (pf, 5,4)?” 2°, bei dem wir 
mit unserer Methode auch das Minimum an Léslichkeit der Muskel- 
proteine finden, ausbleiben. 

In Tab. 4 ist das Ergebnis einiger Versuche mitgeteilt, in denen wir 
das Verhalten der Proteine ermiideter Muskeln in den bisher ver- 
wandten Extraktionsmitteln priiften. In den Vers. 19 und 20, in denen 
Kaliumphosphat vom fy 7,2 als Extraktionsmittel Verwendung fand, 
war die Léslichkeit der Proteine durch die Arbeit um 7 bzw. 4,5% herab- 
gesetzt. Jodidzusatz steigerte die Léslichkeit der Proteine des Arbeits- 
muskels wie die des gealterten Muskelbreies (s. Tab. 2) weniger als die 
des Ruhemuskels, so daB die Differenzen in der Proteinléslichkeit zwi- 
schen Ruhe- und Arbeitsmuskel auf 13 bzw. 23% anstiegen. Bromid, 
Chlorid und Fluorid ordnen sich aihnlich wie in den Alterungsversuchen 
nach der lyotropen Reihe, Bromid- und Chloridzusatz steigern nur im 
frischen Muskel die Proteinléslichkeit, sind auf die Proteine des Arbeits- 
muskels ohne Einflu8, wahrend Fluoridzusatz bei beiden Muskeln die 
Proteinléslichkeit mindert. Das Rhodanid steigert wieder erheblich die 
Léslichkeit der Proteine des frischen Muskels und setzt die des Arbeits- 
muskels — wie die des gealterten Muskelbreies (s. Tab. 2) — herab, so daB 
die Unterschiede in der Proteinléslichkeit zwischen Ruhe- und Arbeits- 
muskel auf 25—27% ansteigen. 

Auch im Acetatpuffer mit Halogen- und Rhodanidzusatz (s. Vers. 21 
und 22) verhalten sich die Proteine des Arbeitsmuskels ahnlich wie die 
des gealterten Muskelbreies. Die Léslichkeit der Proteine des Ruhe- und 
des Arbeitsmuskels wird herabgesetzt, durch Rhodanidzusatz am stark- 
sten, durch Jodidzusatz immer noch sehr erheblich. Dabei sind auch 
hier wieder die Proteine des Arbeitsmuskels gegeniiber ihrem Verhalten 
im Acetatpuffer stets stiirker in ihrer Léslichkeit behindert als die des 
Ruhemuskels, so daB die Unterschiede, die im Kontrollansatz mit reinem 
Acetatgemisch zwischen Ruhe- und Arbeitsmuskel in einer Léslichkeits- 
zunahme von 28 und 16% zum Ausdruck kommen, durch den Rhodanid- 
zusatz in eine Abnahme um 6% verwandeit, durch den Jodidzusatz auf- 
gehoben und durch den Zusatz der iibrigen Halogenide abgeschwacht 
werden. Die geringfiigigen Unterschiede, die im Ergebnis der Versuche 
19 und 20 sowie 21 und 22 bestehen, sind vielleicht dadurch bedingt, daB 


3 Fr. Kamp, Biochem. Z. 307, 226 [19411. 

*4 H. J. Deuticke, Vortrag in der Niederrhein. Ges. fiir Natur- u. Heil- 
kunde Bonn 14. 1. 1935, in der Med. Ges. Gittingen 13. 2. 1941, in der Med. natur- 
wiss. Ges. in Jena 9. 7.1942. 
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die durch eine verschieden hohe Reizschwelle anfanglich notwendige ver- 
schieden groBe Stiirke des Reizstromes und die ungleiche Arbeitsdauer 
der Gastrocnemien nicht ohne Einflu8 auf das kolloidchemische Ge- 
schehen im Arbeitsmuskel sind. 

Somit zeigen auch diese in Tab. 4 mitgeteilten Versuche in Be- 

stitigung der Ergebnisse von Deuticke!* und Hensay*, daB die 
an den Proteinen des tiatigen Muskels erfolgenden Anderungen weit- 
gehend ahnlich, vielleicht sogar identisch sind mit denjenigen, die im 
Muskelbrei bei der Aufbewahrung eintreten. Die BeeinfluBbarkeit der 
frischen Muskelproteine durch die zugesetzten Anionen erfihrt bei der 
Muskeltatigkeit eine Anderung: auf der alkalischen Seite des isoelektri- 
schen Punktes der Muskelproteine, bei Vorliegen der Proteine als Anionen, 
wird die léslichkeitssteigernde Wirkung genannter Anionen geringer oder 
ist ganz aufgehoben, und auf der sauren Seite, bei Vorliegen der Muskel- 
proteine als Kationen, wird die als Folge der Tatigkeit im reinen Acetat- 
gemisch nachweisbare Léslichkeitszunahme starker als bei den Proteinen 
des frischen Muskels eingeschrankt. Vielleicht 1aBt sich dieses Verhalten 
am einfachsten damit erkliren, da8 bei der Muskeltatigkeit an dem fiir 
die Léslichkeitsinderungen in erster Linie verantwortlich zu machenden 
Muskelprotein, dem Myosin!” 2° 23, Anderungen an Zahl oder Funktion 
der die Anionenwirkung maBgeblich bestimmenden Gruppen, also ver- 
mutlich der NH,-Gruppen, erfolgen. Die Deutung, die Hensay® der 
von ihr beobachteten Léslichkeitssteigerung der Proteine eines Arbeits- 
muskels bei Extraktion im sauren und Léslichkeitsabnahme bei Ex- 
traktion im alkalischen Bereich des isoelektrischen Punktes gab, daB 
nimlich bei der Muskeltatigkeit ein starker alkalischer Eiwei8k6rper 
entsteht, wird dadurch unterstrichen. Auch die Streuung beziiglich Zahl 
freier Aminogruppen am Myosin gegeniiber der groBen Konstanz 
freier Aminogruppen am Myogen?’ kénnte mit raschen Anderungen an 
solchen Gruppen einschlieBlich intramolekularer Umlagerungen im 
Myosinmolekiil zusammenhangen. 

Aber ein einfaches Problem der Zah] der NH,-Gruppen liegt sicher- 
lich nicht vor; denn wenn nur die Zah] der NH,-Gruppen fiir die beob- 
achteten Erscheinungen verantwortlich zu machen wire und bei der 
Tatigkeit eine Zunahme erfiihre, wiirde z. B. die Wirkung des Jodids 
und des Sulfosalicylates unverstindlich bleiben, deren Zusatz bei py 7,2 
die Proteinléslichkeit im frischen Muskel betrachtlicher steigert als im 
Arbeitsmuskel, und auch die des Rhodanids, das die Proteinléslichkeit 
im gealterten bzw. Arbeitsmuskel sogar herabsetzt. Infolgedessen sind 
zur Erklarung der Wirkung der verschiedenen Anionen, die zudem noch 
in Abhangigkeit von der Konzentration des Phosphatgemisches und 
der der Zusitze wechselt, anderweitige Anderungen am Muskeleiwei8 
anzunehmen. Welcher Art diese Anderungen sind, laBt sich bei dem 
zur Zeit vorliegenden Versuchsmaterial noch nicht sagen. Die Beob- 
achtung von Pfeiffer und Wiirgler*®, da bisweilen die gleichen Salze 


* P, Pfeiffer u. J, Wiirgler, diese Z. 97, 128 [1916]. 











70 





























D. Gebers und H. J. Deuticke, Bd. 284 (1949) 


bei einer Aminosiure (Glykokoll) die Wasserléslichkeit steigern, bei 
einer anderen (Leucin) herabsetzen, ]ift daran denken, daB vielleicht 
das Freiwerden bestimmter Aminogruppen im Myosinmolekiil bei der 
Muskeltatigkeit Ursache der in dieser Arbeit beschriebenen Léslichkeits. 
finderungen ist. Aber auch andere Ursachen kénnen vorliegen. Fiir 
Jodid und Rhodanid haben v. Muralt und Edsall® festgestellt, da8 
beide Salze in 8-proz. Lésung die Str6mungsdoppelbrechung des Myosins, 
die auf der Einstellung der staébchenférmigen Myosinmicellen im Stré. 
mungsgefalle beruht, in relativ kurzer Zeit vernichten, ohne das Eiwei8 
zu fallen. Unsere Jodid- bzw. Rhodanid-phosphatpuffergemische ent- 
halten in den meist verwandten Konzentrationen (6 Tle. Phosphat und 
1 Tl. m/5-KJ bzw. -KSCN) mit 0,47% KJ bzw. 0,27% KSCN Endkonzen- 
tration zwar wesentlich weniger an Jodid oder Rhodanid als die von 
v. Muralt und Edsall verwandten Salzlésungen; aber strukturelle 
Anderungen am Myosinmolekiil oder -molekiilverband kénnen vielleicht 
auch schon in schwacher konzentrierten Jodid- und Rhodanidlésungen 
bei langerer Einwirkungsdauer auftreten, Anderungen, die am geal- 
terten oder beanspruchten Myosin anders verlaufen als am lebens.- 
frischen?*, Ob das Jodid und Rhodanid dabei Anla8 zur Bildung 


*6 Fr. Kamp* (a.a.0. 8.240) glaubt, daB der Jodidzusatz zum Extraktions- 
mittel deswegen zu gréBeren Unterschieden in der Proteinléslichkeit frischer und 
beanspruchter Muskeln in unseren friiher veréffentlichten Versuchen?: 1%, ' 
fiihrte, weil bei der von uns zur Abtrennung von Brei und Extrakt angewandten 
Filtration eine Denaturierung des Myosins erfolgt, die in jodidfreien Extrak- 
tionsfliissigkeiten starker einsetzt als in jodidhaltigen, und die in jodidfreien 
Extraktionsfliissigkeiten die Myosinfraktion des frischen Muskels stirker betrifft 
als die des beanspruchten Muskels, so da8 dadurch im jodidfreien Extraktions- 
mittel die Unterschiede zwischen Ruhe- und Arbeitsmuskel zu klein gefunden 


Tab. 5. 
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groBerer Myosinmicellen geben — Weber und Stéver® beobachteten 
an Myogenlésungen in Gegenwart gréBerer Rhodanidmengen (1,4-m. 
und 3-m. NH,SCN) ein Absinken des osmotischen Druckes und errechnen 
daraus einen Molekulargewichtsanstieg des Myogens von 81000 auf 
337000 und 354000 in konzentrierten Rhodanidlésungen — oder ob 
das Gegenteil, eine Verkleinerung des Myosinmolekiils oder -molekil- 
verbandes unter Rhodanid- oder Jodidwirkung erfolgt, diirfte sich 
vermutlich mittels der Ultrazentrifuge entscheiden lassen. Die In- 
stabilitaét der Muskelproteinmolekiile bzw. Molekiilverbiinde gegen- 
iiber Anderungen der Wasserstoffionenkonzentration wurde bereits 
vor Jahren von v. Muralt und Edsall® am Verschwinden der Stré- 
mungsdoppelbrechung in Myosinlésungen beim stirkeren Ansiuern 
und von Deuticke* in Th. Svedbergs Institut am Auftreten neuer 
EiweiBkomponenten in sauren Muskelextrakten (Rohextrakten) bei 
der Ultrazentrifugierung festgestellt, freilich ohne da8 bisher der Nach- 
weis erbracht wurde, daB beiden Erscheinungen das gleiche Geschehen 
zugrunde liegt, was auch deswegen fraglich ist, weil im Muskelextrakt 
bereits ab py 5,1 beim Zentrifugieren Instabilitét wahrnehmbar wird, 
v. Muralt und Edsall aber in Myosinlésungen noch bei py 4,6 deut- 
liche Str6mungsdoppelbrechung fanden. 





C. Versuche unter Zusatz muskeleigener Mononucleotide 
zum Phosphat-Extraktionsgemisch 


Durch die Arbeiten der letzten Jahre ist wahrscheinlich geworden, 
daB die chemischen Veriinderungen am Adenylpyrophosphat des Muskels 
zu einem der Kontraktion recht nahe liegenden Zeitpunkt erfolgen. Von 
der Erwagung ausgehend, daB diese Anderungen vielleicht physiko- 
chemische Zustandsinderungen der Muskelproteine bedingen, wurde 
die Wirkung der Adenylpyrophosphorsiure und ihrer Umwandlungs- 
produkte, der Muskeladenylsiure und der Inosinsiure, unter den oben 


werden. Diese Feststellungen kénnen wir, wie der nebenstehende Versuch auf 
Tabelle 5 zeigt, nicht bestatigen. Richtig ist, daB bei der Abtrennung des Breies 
durch Filtration gegeniiber der durch Zentrifugierung ein Verlust an léslichem 
Kiweifstickstoff eintritt. Aber dieser Verlust ist im jodidhaltigen Extraktions- 
mittel starker (5,0 und 7,8%) als im jodidfreien (1,0 und 3,4%) und im gealter- 
ten Muskelbrei jedesmal starker als im frischen Muskelbrei, und zwar beide Male 
um etwa den gleichen Betrag (ansteigend von 1,0% im frischen auf 3,4% im ge- 
alterten Brei bzw. von 5,0% auf 7,8%). Die Abnahme der Proteinléslichkeit 
durch Alterung betragt im jodidfreien Extraktionsmittel 5,4% (Abtrennung 
durch Zentrifugierung) und 7,7% (Abtrennung durch Filtration), im jodidhal- 
tigen Extraktionsmittel 16,0 und 18,3%. Auch hier zeigt sich, daB die Art der Ab- 
trennung (Zentrifugierung und Filtration) im jodidfreien und jodidhaltigen Ex- 
traktionsmittel die Unterschiede um den gleichen Betrag ansteigen laBt, dab 
aber diese durch die Methodik der Abtrennung eintretenden Unterschiede weit 
denen gegeniiber zuriicktreten, die durch den Jodidzusatz erzielt werden und 
die demnach eine tiefer greifende Wirkung des Jodidzusatzes anzeigen. 
27 H. H. Weber u. R. Stéver, Biochem. Z. 259, 269 [1933]. 
28 H. J. Deuticke, diese Z. 224, 216 [1934]. 
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geschilderten Bedingungen, d.h. im neutralen Phosphatpuffer auf die 
Léslichkeit der Proteine des frischen und des gealterten Muskelbreies 
wie des ermiideten Muskels gepriift. Die Adenylpyrophosphorsiure war 
nach der Vorschrift von C. Fiske**, die Muskeladenylsiure nach 
G.Embden und M.Zimmermann*® und die Inosinsiure nach 
G. Embden* dargestellt worden. Die betreffenden Barium- bzw. 
Calciumsalze wurden jeweils in die Kaliumsalze umgesetzt. Da die 
Salze z. Tl. schwer wasserléslich sind, konnte keine m/5-Konzentration 
erreicht werden, sondern es wurde, von einer etwa m/30-Inosinsaure- 
lésung ausgehend, die etwa 45 mg% org. HPO, enthielt, so gearbeitet, 
daB die Zusiitze von Adenyl- und Adenylpyrophosphorsiure, an ihrem 
Phosphorsauregehalt gemessen, an Molaritit der Inosinsiure gleich 
waren. Im iibrigen waren Anordnung und Aufarbeitung dieser Ver- 
suche die gleichen wie bei den vorher diskutierten; auch wurde wie 
bei den friiher mitgeteilten Rhodanidversuchen’® jedesmal der Stick- 
stoffgehalt der Puffergemische ermittelt und rechnerisch in Abzug ge- 
bracht. 

Vers. 23 der Tab. 6 zeigt, da der Zusatz der drei Nucleinsiuren 
die Proteinléslichkeit im frischen Muskel gegeniiber dem reinen 
Phosphatpuffer deutlich erhéht. Beim adenylpyrophosphorsauren 
Kalium ist diese Wirkung am stirksten (etwa + 25%), sogar stirker 
als beim Jodid (+ 17%), das in diesem Versuch in einem besonderen 
Ansatz in der vorher verwandten sehr viel héheren und wirksamen 
m/5-Konzentration mit den Nucleinsiiuren verglichen wurde. Adeny]- 
saures und inosinsaures Kalium sind in geringerem, aber immer noch 
deutlichem Umfang wirksam (Steigerung der Léslichkeit gegeniiber dem 
reinen Phosphatpuffer um 9 und 9,5%). Beim gealterten Muskelbrei 
fiihrt Zusatz von inosinsaurem Kalium zu keinem Unterschied gegen- 
iiber dem reinen Phosphatpuffer, wihrend adenylsaures Kalium auch 
hier eine Léslichkeitserhhung bewirkt, die beim Adenylpyrophosphat 
mit 16% Zunahme noch wesentlich stirker hervortritt. Das Adeny]l- 
pyrophosphat verhilt sich also qualitativ wie das Jodid, iibertrifft dieses 
aber, in Anbetracht der verschiedenen verwandten Konzentrationen, 
bei weitem an Wirksamkeit. Denn der Zusatz einer dem Adenylpyro- 
phosphat aquivalenten m/30-Jodidlésung zum m/10-Phosphatpuffer 
war niemals von EinfluB auf die Proteinléslichkeit gewesen. Aus dem 
verschiedenen Verhalten der zugesetzten Mononucleotide resultiert 
beim adenylpyrophosphorsauren und beim inosinsauren Kalium eine 
gréBere Differenz in der Léslichkeit der frischen und der gealterten 


Muskelproteine, wihrend die Adenylsiiure, die ihrer Struktur nach ~ 


zwischen Inosinsiiure und Adenylpyrophosphorsiure steht, kaum die 
Unterschiede zwischen frischem und gealtertem Muskelbrei steigert. 


29 CO. H. Fiske, Science |New York] 1929 II, 381. 
30 G. Embden u. M. Zimmermann diese Z. 167, 137 {1927}. 
31 G. Embden, diese Z. 210, 194 [1932]. 
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Vers. 24, bei dem die absoluten Werte fiir léslichen EiweiBstick- 
stoff stets héher liegen als im voranstehenden Versuch, da hier Winter-, 
im Vers. 23 dagegen Sommer-Eskulenten Verwendung fanden, (siehe 
hieriiber1) bestitigt vollauf das Ergebnis von Vers. 23 mit dem ein- 
zigen Unterschied, da& die Differenz zwischen frischem und gealtertem 
Muskelbrei hier im Ansatz mit Inosinsiure am gréBten war. 

Um AufschluB dariiber zu bekommen, ob die starkere prozentische 
Léslichkeitsabnahme beim Adenylpyrophosphatzusatz gegeniiber dem 
von adenylsaurem Kalium lediglich auf dem erhéhten Gehalt an organisch 
gebundener Phosphorsiure beruht, wurde im Vers. 25 beim Adenylpyro- 
phosphat einmal wieder die Konzentration von 135 mg% in bezug auf 
org. H,;PO, gewihlt, die die gleiche Molaritit aufweist wie die 45 mg% 
org. H,PO, enthaltende Lésung von adenylsaurem Kalium, zum anderen 
wurde die Konzentration des Adenylpyrophosphats auf 45 mg% org. 
H,PO, herabgesetzt. Dabei ergab sich, da der niedrig konzentrierte 
Adenylpyrophosphatpuffer, der also nur den dritten Teil der Molekiil- 
anzahl, aber die gleiche Menge organisch gebundener H,PO, enthalt wie 
der Adenylsiurephosphatpuffer, trotzdem noch wirksamer ist als der 
letztere: die Proteinléslichkeit im frischen und gealterten Muskelbrei 
wird deutlich heraufgesetzt, und die Differenz zwischen beiden ist gréBer 
als bei Zusatz von Adenylsiiure, die in diesem Versuch ohne EinfluB 
auf die Léslichkeit der frischen und gealterten Proteine blieb, vermut- 
lich deswegen, weil als Folge ausgezeichneten Froschmaterials (frisch 
gefangene Winter-Temporarien) die absoluten Léslichkeitswerte schon 
an sich ungewohnlich hoch lagen. Also ist nicht der Gehalt an organischer 
Phosphorsiure im Adenylpyrophosphat fiir dessen groBe léslichkeits- 
steigernde Wirkung gegeniiber den Muskelproteinen verantwortlich 
zu machen, sondern das Molekiil als Ganzes. 

Die im Prinzip gleiche Wirkung auf die Léslichkeit und damit den 
physikochemischen Zustand der Muskelproteine zeigen die Nuclein- 
siiuren in den Versuchen 26 und 27, in denen statt des frischen und 
gealterten Muskelbreies Ruhe- und Arbeitsmuskeln untersucht 
wurden. Im Gegensatz zu den Alterungsversuchen wird hier durch Zu- 
satz der m/30-Nucleinsiuren die Wirksamkeit des m/5-Jodids in bezug 
auf absolute Léslichkeitszunahme nicht ganz erreicht, im Vers. 26 liegt 
bei den Arbeitsmuskeln die Léslichkeit der Proteine im Adenylpyro- 
phosphat- und im Inosinséureansatz sogar unter dem Phosphatwert, 
wodurch die Léslichkeitsdifferenzen zwischen dem Ruhemuskel und 
dem ermiideten Muskel besonders groB werden. Aber stets erweisen 
sich auch in diesen Versuchen die Adenylpyrophosphorsiure und die 
Inosinsiure besonders geeignet, die Unterschiede in der Léslichkeit 
frischer und beanspruchter Proteine zum Ausdruck zu bringen, und 
ausgezeichnet ist zu erkennen, daB die Umwandlung der Adenylpyro- 
phosphorsiure in Adenylsiure durch Abspaltung von Pyrophosphor- 
siure bzw. 2 Mol Orthophosphorsiure, ein Vorgang, der sich im tatigen 
Muskel zu einem dem Hub sehr nahen Zeitpunkt abspielt, auf den 
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physikochemischen Zustand der Muskelproteine von erheblicher Wir- 
kung ist. 

Uberblicken wir die letzten, in Tab. 6 mitgeteilten Versuche, so 
bestatigen sie den an den Halogeniden, am Rhodanid und Sulfosalicylat 
bereits gezeigten Einflu8 von Anionen auf den physikochemischen Zu- 
stand von Muskelproteinen. Auch die zugesetzten Nucleinsauren steigern 
die Léslichkeit der beanspruchten Muskelproteine weniger als die 
der frischen Proteine; aber der Einflu8 der muskeleigenen Nuclein- 
siuren, gemessen an den verschiedenen Werten an léslichem Eiwei8- 
stickstoff, ist ungleich gr6Ber als der der iibrigen untersuchten Anionen. 
Denn die Nucleinsiéuren wurden in diesen Versuchen in sehr viel gerin- 
gerer und aquimolarer Konzentration zugesetzt; sie wirkten in durch- 
aus physiologischer Konzentration ein, da der Gehalt des adenylpyro- 
phosphathaltigen Puffergemisches mit 135 mg% org. H,PO, ziemlich 
genau der Adenylpyrophosphatkonzentration im frischen Froschmuskel 
entspricht. 

Diese Feststellung, die wir bereits im Jahre 1938 machten, erschien 
uns von vornherein von Bedeutung. In der von dem einen von uns, 
Frau Dorothea Gebers, im Juli 1939 der Medizinischen Fakultat in 
Bonn vorgelegten und damals gedruckten Inaugural-Dissertation ist 
bereits formuliert worden: ,,Die beobachtete Anderung der Protein- 
léslichkeit beim Ubergang von Adenylpyrophosphorsaure zur Adenyl- 
siure als Zusatz zum Extraktionsmittel ist sicherlich physiologisch 
bedeutsam. Denn dieser Ubergang von Adenylpyrophosphorsaure in 
Adenylsaure und gegebenenfalls auch in Inosinsiure erfolgt auf fermen- 
tativem Wege, wie bereits erwahnt, stiindig im taitigen Muskel. Damit 
soll keineswegs behauptet werden, daB die chemischen Anderungen 
am Nucleinséuremolekiil die physikochemische Zustandsinderung an 
den Muskelproteinen hervorrufen, die zur Verkiirzung und Verhiartung 
des Muskels fiihrt. Abgesehen davon, daB bei der Bestimmung der 
Proteinléslichkeit nicht nur die an den Léslichkeitsanderungen vor- 
nehmlich beteiligte Myosinfraktion, sondern auch die Myogenfraktion 
erfaBt wird, somit Anderungen an dieser EiweiBfraktion das Geschehen 
am Myosin verdecken kénnen, ist zumindest fraglich, ob es eine be- 
stimmte chemische Substanz als kontraktionsauslésenden Faktor iiber- 
haupt gibt. Aber auf Grund der voranstehend mitgeteilten Ergebnisse 
méchte ich glauben, daB die Nucleinsiiuren des Muskels sicher von Ein- 
flu8 auf den Zustand der Proteine des intakten Organes sind. Und es 

ist hier erstmalig gezeigt worden, da8 nicht nur Anderungen der H- 
Ionenkonzentration, sondern auch fermentative Umwandlungen an einer 
fiir den Betriebsstoffwechsel des Muskels wichtigen Substanz zu Ande- 
rungen im physikochemischen Verhalten der Muskelproteine fiihren“. 

Diese damals gezogenen SchluBfolgerungen sind seitdem in ver- 
schiedenen Laboratorien mit ganz anderen Methoden bestiitigt und er- 
heblich erweitert worden. Zwar bedarf die Feststellung von Weber” und 
die seiner Mitarbeiter?*, daB die mit der Methode der Proteinléslich- 
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keit faBbaren Anderungen am Myosin und ihre Restitution in der Er- 
holung des Muskels nicht auf dem Auftreten von Muskeladenylsiure, 
Kreatin, Lactat- oder H-Ionen, auch nicht auf einem verschiedenen 
Gehalt der Extrakte an den bisher bekannten Stoffwechselprodukten 
des Muskels beruhen, und da8 auch alle anderen anaeroben Betriebs- 
stoffe des Muskels und ihre physiologischen Umwandlungsprodukte 
auf die EiweiBléslichkeit wirkungslos seien, zumindest beziiglich der 
Mononucleotide einer Einschrinkung auf Grund unserer Ergebnisse. 
Aber durch die Arbeiten von Engelhardt und Ljubimowa*®, von 
Needham, Shen, Needham und Lawrence*®, von A. v. Szent- 
Gy6érgyi und seinen Mitarbeitern™ und von Schramm und Weber®™ 
— um nur einige zu nennen — sind die Beziehungen zwischen dem 
Myosin und der Adenosintriphosphorsiure zu einem zentralen Problem 
der Muskelphysiologie geworden. Die auf Grund dieser neueren For- 
schungsergebnisse naheliegende Theorie, daB Kontraktion und Erschlaf- 
fung des Muskels lediglich durch Abbau und Wiederaufbau von Adenosin- 
triphosphorséure und dadurch ausgeliéste GréBenverinderungen des 
Myosinmolekiils bedingt seien, diirfte freilich in dieser enggefaBten Form 
kaum zutreffen; denn in unseren Versuchen fiihrte der Zusatz von 
Adenosintriphosphorsiure zur Extraktionsflissigkeit beim Arbeits- 
muskel niemals zu einer so starken Léslichkeitsverbesserung, daB die 
Werte des Ruhemuskels erreicht wurden. Im Gegenteil, der léslichkeits- 
steigernde Einflu8 der Adenosintriphosphorsiure war bei den bean- 
spruchten Proteinen stets geringer als bei den frischen. Infolgedessen 
diirften noch andere als durch Adenosintriphosphat-Zusatz reversible 
Anderungen am Myosinmolekiil bei der Muskeltitigkeit erfolgen, zu de- 
ren Aufklarung die in dieser Arbeit mitgeteilten Ergebnisse, deren Veréf- 
fentlichung durch den Krieg verzégert wurde, vielleicht beitragen kénnen. 


Zusammenfassung 

1. Die Léslichkeit lebensfrischer Muskelproteine wird in m/10- 
Kaliumphosphatpuffer vom fg 7,2 durch den Zusatz von KJ zum 
Extraktionsmittel mit steigender Halogenkonzentration gesteigert. 
Das Bromid ist in gleicher Richtung, aber weniger stark, das Chlorid 
noch weniger stark wirksam, und Fluorid laBt, in héherer Konzentration 
dem Phosphatpuffer zugesetzt, die Léslichkeit der frischen Proteine 
meist unbeeinfluBt, setzt sie in niedrigerer Konzentration sogar herab. 

2. Auch gegeniiber gealterten Muskelproteinen ordnen sich die 
Halogene entsprechend ihrer Stellung in der lyotropen Reihe, nur wirkt 
das Jodid hier weniger léslichkeitssteigernd als bei der Extraktion 


32 W.A.Engelhardtu.M.N.Ljubimowa, Nature [London] 144, 668[1939]. 

33 J.Needham, S.C.Shen, D.M.Needham u. A.S.C. Lawrence, 
Nature (London) 147, 766 {1941}. 

3% A, v. Szent-Gyérgyi, Studies from the Institute of medical chemistry, 
University Szeged, Bd. I—III, Basel 1941—1943. 
3% G. Schramm u. H. H. Weber, Kolloid-Z. 100, 242 [1942]. 
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lebensfrischer Muskelproteine, und Bromid und Chlorid sind ohne Ein- 
fluB. Infolge dieses Verhaltens der Halogene tritt die Minderung, die 
die Proteinléslichkeit durch die Alterung des Muskelbreies erfihrt, 
prozentisch im Phosphatjodidpuffer sehr viel stirker, im Phosphat- 
bromid- und Phosphatchloridpuffer immer noch deutlich stirker als 
im reinen Phosphatpuffer in Erscheinung, wiihrend das Fluorid ohne 
eindeutigen EinfluB ist. 

3. Rhodanid, in héherer Konzentration dem Phosphatpuffer zu- 
gesetzt, steigert die Léslichkeit der lebensfrischen und hemmt die der 
gealterten Proteine, so daB auch hier die Differenz in der Proteinlés- 
lichkeit zwischen beiden steigt; in niedrigerer Konzentration wirkt 
zugesetztes Rhodanid gleichsinnig auf die frischen und gealterten Ei- 
weiBkérper léslichkeitshemmend. 

4. Sulfosalicylat steigert bei Zusatz zum Phosphatpuffer vom 
dy 7,2 in simtlichen untersuchten Konzentrationen die Léslichkeit 
der frischen und gealterten Proteine und 1a8t in den héheren Konzen- 
trationen die Unterschiede in der Léslichkeit frischer und gealterter 
Proteine stiirker in Erscheinung treten. 

5. Im sauren Acetatpuffer von p, 4,2 setzen zugesetzte Halogenide 
die Léslichkeit der frischen und gealterten Proteine herab, das Jodid 
am stirksten, das Fluorid am schwichsten. Hier ist der EinfluB auf 
die gealterten Proteine stirker als auf die frischen, so daB die Léslich- 
keitsvermehrung, die gealtertes Muskeleiweif bei Extraktion im sauren 
Acetat aufweist, durch den Jodidzusatz fast véllig aufgehoben, durch 
Bromid- und Chloridzusatz noch merklich eingeschrinkt wird. Rhodanid- 
und Sulfosalicylat wirken im sauren Acetat auf frische und gealterte 
MuskeleiweiBkérper léslichkeitshemmend. 

6. Die Proteine von Arbeitsmuskeln zeigen in den gleichen Puffer- 
gemischen das gleiche Verhalten wie die des gealterten Muskelbreies. 
Die bei der Tatigkeit an den Muskeleiwei8korpern erfolgenden Ande- 
rungen sind demnach den bei der Alterung vor sich gehenden weitgehend 
ihnlich, wenn nicht mit ihnen identisch. Aus dem Verhalten der bean- 
spruchten Proteine werden mit Vorbehalt Riickschliisse gemacht tiber 
die Natur der bei der Tiatigkeit bzw. Alterung am EiweiBmolekil er- 
folgenden Anderungen. 

7. Adenylpyrophosphorsiiure, Adenylsiiure und Inosinsiure als 
Kaliumsalze in physiologischer Konzentration einem Phosphatpuffer 
von py 7,2 zugesetzt, sind von gréBtem EinfluB auf die Léslichkeit und 
damit den physikochemischen Zustand frischer und durch die Tatigkeit 
bzw. Alterung beanspruchter Muskelproteine. Sie steigern ahnlich wie 
das Jodid, nur ungleich stiirker als dieses, die Léslichkeit der frischen 
Proteine in hdherem Umfange als die der beanspruchten Proteine, 
das Adenylpyrophosphat weitaus stiirker als Adenylsiure und Inosin- 
siure. Es wird daraus geschlossen, daf die im titigen Muskel am Adeny]- 
pyrophosphat erfolgenden fermentativen Umsetzungen fir den physiko- 
chemischen Zustand der Muskelproteine von groBer Bedeutung sind. 
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Uber den Einflu8 der Phenylurethannarkose auf die Léslichkeit 
der Proteine im isolierten Froschmuskel 


Von 


Georg Monninghoff 


Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Institutes der Universitat Bonn und dem 
Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Oktober 1948) 


Untersuchungen iiber das Wesen der Narkose lagen wegen der 
chemisch indifferenten Natur der meisten narkotisch wirksamen Sub- 
stanzen haufig auf physikalisch-chemischem Gebiete. Schon’ Claude 
Bernard! suchte die Wirkung der Narkotica durch eine reversible 
Ausflockung, eine ,,Semikoagulation‘‘, von Plasmakolloiden zu er- 
kliren, und seine Ansicht hat, besonders durch die — allerdings stark 
umstrittenen — Arbeiten Bancrofts? und seiner Mitarbeiter, die 
zwischen koagulierenden und peptisierenden (mit antinarkotischer 
Wirkung) Substanzen unterscheiden, bis in die neueste Zeit Geltung 
behalten. Eine Reihe von Forschern hat Viscositiits- und Dispersitiits- 
inderungen von Plasmakolloiden nach Einwirkung von Narkoticis 
festgestellt. Von Warburg und Wiesel® z. B. wurde bei ihren Ver- 
suchen iiber die fermenthemmende Wirkung von Narkoticis ein Paralle- 
lismus zwischen der fermenthemmenden Kraft verschiedener Narkotica 
und der Starke einer von ihnen im HefepreBsaft hervorgerufenen Nieder- 
schlagsbildung beobachtet, und Makarow‘ wies mittels der Vital- 
farbung und des Ultramikroskops bei narkotisierten Protozoen eine 
reversible Dispersitatsverminderung der Zellkolloide nach. Am iso- 
lierten Kaltbliitermuskel fanden vor Jahren Lange und Kappus§ 
sowie Lange und Miiller® bei der. Phenylurethannarkose Permeabili- 
titsinderungen, die sie mit physiko-chemischen Zustandsinderungen 
an Zellgrenzschichten erklirten, ohne freilich den direkten experimen- 
tellen Beweis solcher Anderungen zu erbringen. Im folgenden ist ver- 
sucht worden, solche physiko-chemischen Anderungen an Proteinen 
des narkotisierten, isolierten Muskels direkt nachzuweisen mittels der 
von Deuticke’ ausgearbeiteten Methode der Léslichkeitsbestimmung 
von Muskelproteinen. 


1 Claude Bernard, Legons sur les Anaestésiques; 5. Legon, Paris 1875. 
2 W. D. Bancroft u. G. H. Richter, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 16, 573 
[1930], 17, 410 [1931]; J. physic. Chem. 85, 215 [1931], 86, 278 | 1932]. 

8 0. Warburg u. R. Wiesel, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 
144, 465 [1912]. 

4 P. Makarow, Protoplasma 24, 593 [1935]. 

5 H. Lange u. A. Kappus, diese Z. 124, 140 {1923}, 

° H. Lange u. B. W. Miller, diese Z. 124, 103 [1922). 

7 H. J. Deuticke, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 224, 1 [1930]. 
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Methodik " 


Verwandt wurden ausschlieBlich isolierte Froschgastrocnemien; der Muskel 
der einen Seite diente jedesmal als Narkose-, der der anderen als Kontrollmuskel. 
Beide Muskeln befanden sich in Kopyloff-Gefafen*, und zwar suspendiert in 
Ringerlésung oder in Ringerlésung mit 0,05% Phenylurethanzusatz. Durch die 
Ringer- bzw. Ringernarkoselésung perlte stindig Sauerstoff. Zu Beginn jedes 
Versuches wurde die Reizschwelle der in den Kopyloff-GefiSen zwischen den 
Elektroden einer Reizvorrichtung isotonisch am Schreibhebel befestigten Muskeln 
festgestellt. Die Reizung erfolgte dabei direkt durch StromstéBe. R. A. bei der 
Angabe der Reizschwelle bedeutet Teilstriche auf der Skala des Potentiometers, 
das in den von einem 4-Volt-Akkumulator gespeisten Stromkreis eingeschaltet war. 
Die Skala reichte von 0—25. Als gelihmt betrachtet wurde der Muskel, wenn er 
bei R. A. 25, d. h. dem stirksten elektrischen Reiz, nicht mehr ansprach. Am 
Schlu8 des Versuches wurden die Muskeln zur Weiterverarbeitung schnell zwischen 
Filtrierpapier abgetrocknet und sofort in fliissige Luft versenkt. Die Bestimmung 
der Proteinléslichkeit erfolgte nach der von Deuticke% angegebenen Methode: 
Die Muskeln werden in fliissiger Luft zerkleinert und das Muskelpulver in je 30 ccm 
eines Jodkali-Phosphatpuffergemisches folgender Zusammensetzung: 125 ccm 
m/10-KH,PO, + 500 ccm m/10-K,HPO, + 104 ccm m/5-KJ, welches einem px 
von etwa 7,2 entspricht, wahrend 15—20 Stdn. im Eisschrank unter mehrmaligem 
Umschiitteln extrahiert. Nach Filtration wurde in aliquoten Teilen des Filtrates 
der Gesamt-N und nach EnteiweiBung mittels der Schenckschen Methode der 
Rest-N bestimmt und der EiweiB-N als Differenz errechnet. In der tiberwiegenden 
Zahl der Versuche wurde auch der Trockensubstanzgehalt der Muskeln an einem 
Teil des gut durchmischten Muskelpulvers ermittelt und der im narkotisierten 
Muskel (B-Muskel) gefundene Stickstoffwert auf den Trockensubstanzgehalt des 
Kontrollmuskels (A-Muskel) umgerechnet; die in den nachfolgenden Tabellen ver- 
zeichneten Werte fiir die A- und B-Muskeln kénnen also direkt miteinander ver- 
glichen werden. 






























Versuchsergebnisse 

Tab. 1 enthalt das Ergebnis einer Reihe von Versuchen, in denen 

der Narkosemuskel nach Aufbewahrung in Phenylurethanringerlésung 
bis zum Eintritt vélliger Unerregbarkeit, der Vergleichsmuskel nach 
gleich langer Aufbewahrung in Ringerlésung, gleichzeitig verarbeitet 
wurden. Narkose, d.h. viéllige Nichtansprechbarkeit auf Priifungs- 
reize, war in diesen Versuchen nach %/,—1*/, Stdn. eingetreten. Wie aus 
Spalte 5 ersichtlich ist, weist der narkotisierte Muskel in saimtlichen 
Versuchen eine deutliche Minderung seiner Proteinléslichkeit auf*. 
Demnach erfolgen im Muskel unter Einwirkung eines Narkoticums 
nicht nur chemische Anderungen an seinen Betriebssubstanzen — auf 
diese haben Lange und Mayer’, Graham™ u. a. hingewiesen — 
sondern auch physiko-chemische Anderungen an seinen Proteinen, die 
mittels der Bestimmung der Proteinléslichkeit quantitativ faBbar sind. 
Sie sind in ihrem AusmaB nicht so betrachtlich wie im véllig ermiideten® 




















8 G. Kopyloff, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 158, 222/ 19131. 
® H. J. Deuticke, diese Z. 210, 97 [1932]; — u. D. Gebers, diese Z. 284, 
55 [1949]. , 

* Die hohen N-Werte der Versuche 7 u. 8 sind dadurch zu erkliren, dab 
es sich hier um eine neue Sendung einer anderen Froschart handelte. 
10 H, Lange u. M. E. Mayer, diese Z. 141, 233 [1924]. 
1H, T. Graham, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 26, 641 [1929]. 
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Tab. 1. Einflu8 der Phenyiurethan-Narkose auf die Léslichkeit von Muskel-. 


























Muskel . proteinen. 
eH : Muskel A: Vergleichsmuskel, aufbewahrt in Ringerlésung. 
ch die Muskel B: narkotisierter Muskel, aufbewahrt in Phenylurethan-Ringer- 
' jedes lésung bis zur Unerregbarkeit. 
nm den Tek a 
uskeln ‘rok- + : Anderung der 
ei der Ver- ken- Léslicher Stickstoff | Léslichkeit 
neters, fF suchs-| ug.) sub- | ™ vo des Muskel- | des Eiweil- 
>t War, Nr. |’, 7 stanz- gewichtes stickstoffes Bemerkungen 
enn er rm gehalt im Muskel B, 
. Am Da- Ge- | Rest Ei- berechnet 
ischen tum in % | samt-} “S| weif- | auf Ain % 
amung i 
thode: Versuchsdauecr 1),  Stdn. 
30 com i. A — | 1,195 | 0,309 | 0,886 Muskel B zu Beginn u. 
5eom F 15.1.| B — | 1,103 | 0,308 | 0,795 — 103 am SchluB des Versuchs 
m pH § 1936 etwa 10mal gereizt, nach 
uligem 11/, Std. gelihmt 
mea << || 
le der 2. rs : 1.289 | 0.333 | 0.956 Muskel B nach 1'/, Stdn. 
einem 1936 
jierten | 3 = 
Waeee, | 4] — |iomiosm ious)... j teen,” Sh 4 Sete. 
aver: B jgsg| B 1,023 | 0,303 | 0,720 . 29 
PF Were | Ss 
\ 3eide Muskeln zu Beginn, 
gy] A | 18,67] 1,119 | 0,273 | 0,846 |__| nach 15, 30 und 67 Min. 
1936 B | 19,28 | 1,000 | 0,265 | 0,735 a je 5-mal gereizt. Muskel B 
lenen nach 67 Min. gelahmt 
sung Muskel B nach 67 Min. ge- 


5. , — 9s 

18,24 | 0,977 | 0,244 | 0,733 . +s 
nach § 2.1.| 4 ‘Te loome las es — 6,8 lihmt 
eitet 1936 B_ | 18,13 | 0,922 | 0,240 | 0,682 




















un, 2 } Ke 3 ac. iy, S i 
" a yo | A | 17,62 | 1,020 | 0,266 | 0,774 _- el ws ih we ame 
~~ | B | 17,20 | 0,999 | 0,281 | 0,718 | — ‘” 8 
ichen § 1936 
auf*. zu Beginn jam SchluB 
d d 
oom 7 = Vervachs Versushs 
- auf 6 Vv A | 20,47 | 1,546 | 0,243 | 1,303 10.4 . 
n— 1936 B_ | 20,67 | 1,408 | 0,241 | 1,167 ee Muskel A] R.A. 4] R.A.5 
Pe ae y Muskel B| R. A. 12] gelihmt 
) a 
2 Versuchsdauer 68 Min. 
sind. , 
ten? zu Beginn jam Schiu8 
des des 
Versuchs | Versuchs 








_ | A | 20,59 | 1,390 | 0,236 | 1,154 
084.8 13.V.| B | 20,52 | 1,293 | 0,240 | 1,053 | — 88 Muskel A] R.A.9 | R. A.10 


Muskel B}] R.A.8 | gelahmt 
Versuchsdauer 67 Min. 
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oder im chloroformstarren? ”, halogenessigsiurestarren?® und toten- 
starren” 12 Muskel, in denen Abnahmen der Proteinléslichkeit bis zu 
30% beobachtet wurden, aber sie liegen mit 5,6 bis maximal 10,4°%, 
weit auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung. 

Bei der engen Verkniipfung von chemischem und physiko-chemi- 
schem Geschehen im lebenden Organismus, auf die Embden™ schon 
friihzeitig aufmerksam machte und fiir die Deuticke” ® den experi- 
mentellen Beweis erbrachte, stehen die Léslichkeitsinderungen héchst- 
wahrscheinlich mit den oben erwiihnten Stoffwechselinderungen in 
der Narkose in engster Wechselwirkung. Sie sind wahrscheinlich auch 
in Beziehung zu bringen zu Verainderungen, die Jurisic! beschrieben 
hat, der auf Grund einer ganz andersartigen Versuchsanordnung bei 
der Narkose des quergestreiften Muskels in einer ersten Phase — ent- 
sprechend dem Excitationsstadium bei Allgemeinnarkose — eine Ver- 
fliissigung und in einer zweiten Phase eine reversible Erstarrung der 
Kolloide feststellte. Dabei handelt es sich nach Jurisic nicht um eine 
Anderung des Wassergehaltes, sondern um Strukturverainderungen, 
was auch nach meinen Versuchen, in denen ich im Gegensatz zu Koch- 
mann?® -keine Zunahme des Trockensubstanzgehaltes der narkoti- 
sierten Muskeln fand (s. Lingsspalte 3) das Wahrscheinlichste ist. Da 
diese Anderungea an den Muskelproteinen im véllig narkotisierten 
Muskel nicht den Umfang annahmen wie im irreversibel ermiideten 
oder irreversibet starren Muskel, hofften wir, auch um sie als direkte 
Narkosefolgen betrachten zu kénnen, da sie analog denjenigen nach 
maBiger Arbeitsleistung des Muskels® mit Aufhebung der Narkose 
reversibel seien. 

Zur Klirung dieser Frage wurden in einer Reihe von Versuchen 
(s. Tab. 2, Vers. 9—12) beide Muskeln bis zur volligen Lihmung, prak- 
tisch in den einzelnen Versuchen die gleiche Zeit (s. Tab. 2 unter Be- 
merkungen), der Einwirkung des Narkoticums ausgesetzt. AnschlieBend 
wurde der A-Muskel sofort in fliissige Luft verbracht, wihrend beim 
B-Muskel an die Stelle der Narkoselésung gewohnliche Ringerlésung 
trat, die nach jeweils 10 oder 20 Min. erneuert wurde, bis der Muskel 
seine alte Reizschwelle méglichst wieder erreicht hatte. Erst dann 
wurde er weiter verarbeitet. In diesen Versuchen zeigen die Muskeln 
ein verschiedenes Verhalten. In Vers. 10 und 11 ist die physiko-chemische 
Zustandsiinderung der Proteine nicht nur nicht behoben, sondern die 
Léslichkeit hat weiter abgenommen, in den Vers. 12 und 13 ist es da- 
gegen zu einem Stillstand der die Léslichkeitsabnahme bedingenden 
Prozesse gekommen. 

Da also unter den bisher eingehaltenen Bedingungen eine Restitution 


2 J. Hensay, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 224,' 44 | 1930 . 
18 G, Embden u. E. Metz, diese Z. 192, 233 [1930'. 

14 G. Embden, Handb. d. normalen u. pathol. Physiol., 8, 1. Halfte, S. 369. 
1 P, J. Jurisic, Protoplasma 8, 378 [1929]; 10, 533 |1930;; 24, 268 | 1935). 
16 M. Kochmann, Biochem, Z. 136, 49 {1923}. 
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der Proteinléslichkeit trotz Wiedereintritt der nervésen Erregbarkeit 
des Muskels nicht erzielbar war, suchte ich zunichst festzustellen, ob 
nach Eintritt vélliger Lahmung, d.h. Unerregbarkeit unter meinen 
Versuchsbedingungen, die Proteinléslichkeit bei weiterer Einwirkung 
des Narkoticums weiter abnimmt und ob sie starker abnimmt als im 
Durchschnitt der Vers. 9—12, in denen es sich bei Vers. 9 und 10 viel- 
leicht um eine Nachwirkung des nicht geniigend rasch ausgewaschenen 
Narkotikums handelte. Das ist der Fall, wie die Vers. 13 bis 15 der 
Tab. 2 zeigen, in denen wieder beide Muskeln in Phenylurethanringer- 
ljésung aufbewahrt wurden, nach Narkoseeintritt aber der B-Muskel 
nicht sofort weiter verarbeitet wurde, sondern auch noch wahrend der 
Zeit, die der nunmehr in Ringerlésung aufbewahrte A-Muskel zur 
Wiedererlangung seiner Anfangsreizschwelle benétigte, in der Narkose- 
fliissigkeit verblieb. 

Dieses Ergebnis, daB durch lingere Einwirkung des Narkotikums 
die Proteinléslichkeit weiter und stairker herabgesetzt wird als durch 
die Nachwirkung des Narkotikums allein, lie} erwarten, daB unter 
giinstigeren Bedingungen der narkotisierte Muskel die Nachwirkung 
stets itiberwinden und sogar eine Restitution zeigen wiirde. Der erste 
Schritt auf dem Wege, ein giinstigeres Milieu zu schaffen, wurde bereits 
in Vers. 13 unternommen, bei dem der Ringerlésung und ebenso der 
Narkoselésung noch 0,29% Traubenzucker zugesetzt war. In den 
folgenden Versuchen fand stets statt der Ringerlésung die von Sakai!’ 
zur Konservierung des lebenden Froschherzens und von Benda!® zur 
kiinstlichen Durchblutung isolierter Froschmuskeln verwandte modifi- 
zierte Géthlinsche Lésung Verwendung, die auBer dem hohen Na-Bi- 
carbonatgehalt der Géthlinschen!® Lésung noch 0,05% NaCl durch 
die aquimolekulare Menge von 0,29% Glucose ersetzt enthilt. Die 
Bendasche Lésung setzt sich also folgendermaBen zusammen: 0,60% 
NaCl, 0,01% KCl, 0,01% CaCl,, 0,1% NaHCO,, 0,29% Glucose. Ferner 
wurden statt der fiir viele Fragen der Muskelphysiologie und des Muskel- 
stoffwechsels nicht sehr geeigneten Eskulentenmuskeln in den folgenden 
Reversionsversuchen ausschlieBlich Gastrocnemien von Rana temporaria 
verwandt, und schlieBlich wurde fiir eine beschleunigte Durchperlung 
der Suspensionsfliissigkeit mit Sauerstoff gesorgt. Den Erfolg aller 
dieser Verbesserungen zeigt Tab. 3. 

In den simtlichen Versuchen der Tab. 3 wurden wieder beide 
Muskeln der Einwirkung des Narkotikums ausgesetzt und nach Lih- 
mungseintritt der eine Muskel mit Benda-Lésung bis zum Wieder- 
erreichen der urspriinglichen Reizschwelle behandelt. Aber um etwaige 
bei Aufbewahrung in reiner Benda-Lésung auftretende Léslichkeits- 
iinderungen der Proteine auszuschalten, wurde in den meisten dieser 
Versuche der A-Muskel vor dem Zusatz des Narkotikums lingere Zeit 


1” Takuzo Sakai, Z. Biol. 62, 295 {1913,; 64, 1 u. 505 [1914'. 
18 R. Benda, Z. Biol. 68, 11 u. 531 [1914]. 
1 G. F. Géthlin, S kandinav. Arch. Physiol. 12, 1 | 1902). 
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in Benda-Lésung belassen,-so da beide Muskeln insgesamt etwa die 
gleiche Zeit in Suspensionslésung aufbewahrt und zum gleichen Zeit- 
punkt verarbeitet waren. Wie aus Spalte 5 ersichtlich, ist in allen 
Versuchen dieser Tabelle die Proteinléslichkeit im B-Muskel gegeniiber 
dem A-Muskel heraufgesetzt. Unter den hier gewihlten Bedingungen 
ist also eine — wenn auch wahrscheinlich nicht vollstiéndige — Rever- 
sion der durch die Narkose an den Muskelproteinen erfolgten physiko- 
chemischen Zustandsanderungen eingetreten. 

Allerdings scheint keine feste Beziehung zu bestehen zwischen der 
Reversion der Proteinléslichkeit und der bei der Restitution des Muskels 
wieder absinkenden Reizschwelle. Besonders deutlich geht dieses aus 
den Versuchen der Tab. 2 hervor. Eine analoge Feststellung machten 
auch Sakai!” und Benda}, denen eine weitgehende Unabhingigkeit 
zwischen Reizschwelle und Zuckungshéhe bei eben maximaler Reizung 
unter dem EinfluB verschieden zusammengesetzter Durchstrémungs- 
lésungen auffiel. Eine Erklarung fiir diesen scheinbaren Widerspruch 
bringt vielleicht folgende Uberlegung: Nach unseren heutigen Vor- 
stellungen ist die Muskelkontraktion die sinnfiallige AuBerung von che- 
mischen und physiko-chemischen Prozessen, die eng ineinander greifen 
und sich gegenseitig beeinflussen. Bei einem Teil dieser physiko-che- 
mischen Prozesse muB es sich um auferordentlich schnell verlaufende 
Zustandsanderungen an Kolloiden handeln, die mit den heute zur Ver- 
fiigung stehenden Methoden nicht direkt faBbar sind. Andere, und dazu 
gehéren offenbar die mit der Bestimmung der Proteinléslichkeit faf- 
baren Veranderungen, verlaufen langsam, werden zumindest langsam 
mit steigender Ermiidung des Muskels nachweisbar; sie sind, worauf 
Deuticke’ ® aufmerksam gemacht hat, der Ausdruck einer grad- 
linig verlaufenden Funktionsschidigung und auch nicht rasch, sondern 
erst nach langerem Aufenthalt in Sauerstoff reversibel. Ferner wird 
die Léslichkeitsinderung nicht nur einen an einem einzigen Eiweib- 
kérper in derselben Richtung verlaufenden ProzeB zum Ausdruck 
bringen, sondern sie ist, worauf Deuticke’ ® ebenfalls schon hin- 
wies, wahrscheinlich ein komplexer Vorgang. Sie kann deshalb als Aus- 
druck einer Reihe die Leistungsfihigkeit des Muskels mitbedingender 
Faktoren angesehen werden, mit denen die Reizschwelle natiirlich nicht 
parallel zu gehen braucht. Damit wiire die Unstimmigkeit zwischen 
Lage der Reizschwelle und absoluter Héhe der Proteinléslichkeit ver- 
stindlich. : 


Zusammenfassung 


1. Bei der Phenylurethan-Narkose eines isolierten Froschgastroc- 
nemius (Zusatz von 0,05% Phenylurethan zur Ringer- bzw. Benda- 
Lésung) lassen sich physiko-chemische Zustandsinderungen von Muskel- 
proteinen mittels der Bestimmung der Proteinléslichkeit nach Deu- 
ticke quantitativ feststellen, 
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2. Diese Léslichkeitsinderungen sind bei der Aufhebung der Nar- 
kose auch im isolierten Muskel reversibel, jedoch geht die Reversion 
nicht parallel mit der bei der Erholung des Muskels allmiahlich wieder- 
kehrenden Reizempfindlichkeit auf direkte galvanische Reize. 


Uber die anaerobe Glykolyse in der Uterus-Muskulatur 
Von 
S. Hollmana 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Gottingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Oktober 1948) 


Wihrend der anaerobe Abbau der Kohlenhydrate im quergestreiften 
Muskel vor allem durch die Arbeiten von Embden, Meyerhof, Par- 
nas und ihrer Schiiler weitgehend geklirt wurde, hat der Gesamt- und 
auch der Kohlenhydratstoffwechsel im glatten Muskel bisher nur sehr 
wenig Bearbeitung gefunden. Es wird zwar im allgemeinen angenommen, 
daB8 nicht nur die chemische Zusammensetzung sondern auch die Stoff- 
wechselvorgiinge in beiden Muskelarten, von quantitativen Unter- 
schieden abgesehen, die gleichen sind. Experimentelle Belege fiir solche 
Annahmen sind aber nur sehr wenige vorhanden. Das gilt auch fir die 
anaerobe Glykolyse in der Uterusmuskulatur. Usuelli! bestimmte 
den Glykogen- und Milchsiuregehalt im Uterus des virginellen und 
graviden Meerschweinchens und im Uterus post partum und fand in 
der Graviditaét sowoh] eine Zunahme des Glykogens als auch der Milch- 
siure. Den stirksten Milchsiureanstieg konnte er unmittelbar nach 
der Geburt feststellen. Nach Haarmann? beeinfluBt Glykogen die 
Milchsiiurebildung im Uterusmuskel nicht, waihrend aus Glucose be- 
triichtliche Mengen Milchsiiure gebildet werden kénnen. Von Hage- 
mann® stammt der Nachweis, da8 Uterus-PreBsaft, der nur eine 
geringe spontane Milchsiurebildung zeigt, auch aus zugesetztem Hexo- 
sediphosphat Milchsdure bilden kann. 

Etwas eingehender wurde die Glykolyse in der Magenmuskulatur 
untersucht. Bereits 1937 folgerten Meeraus und Lorber* aus ihren 
Extraktversuchen am Muskelmagen des Huhnes, dafi der Weg zur 
Milchséure im glatten Muskel der gleiche sei wie im quergestreiften. 
Diese Annahme stiitzte sich vor allem darauf, daB KCl-Extrakte aus 
frischer Magenmuskulatur fihig sind, aus zugesetzter Starke und Gly- 
kogen Milchsiiure zu bilden unter Abnahme des anorganischen Phos- 
phates und darauf, daB solehe Extrakte d-Phosphoglycerinsiiure mit 

1 F, Usuelli, Arch. Fisiol. 26, 385 {1928}. 

2 W. Haarmann, Biochem. Z. 255, 103 {1932}. 

3-H. Hagemann, diese Z. 93, 54 [19141. 

4 W.Meeraus u. G. Lorber, Biochem. Z. 292, 397 | 1937). 
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gleicher Geschwindigkeit in Brenztraubensiiure umsetzen kénnen wie 
quergestreifter Muskel. Beide Eigenschaften gingen durch Dialyse oder 
Alterung des Extraktes verloren. Die Fahigkeit zur Phosphoglycerin. 
sdurespaltung konnte im gealterten Extrakt durch Zusatz von Adenyl- 
siure oder Adenosintriphosphorsiiure wiederhergestellt werden. In 
dialysierten Extrakten war die Milchsiurebildung aus Glucose und 
Fructose gréBer als aus Glykogen. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen 
schloB Lutwak-Mann® 1947 auf Grund von Versuchen am Ratten. 
magen, daB Magenmuscularis praktisch keine glykolytische oder At- 
mungsaktivitat besitzt. In ihren Versuchen an Segmenten der gesamten 
Magenwand bei erhaltenem Schleimhautiiberzug wurden Glucose leicht, 
Glykogen und verschiedene Hexosephosphate nur unbedeutend in 
Milchséure umgesetzt. DaB es sich hierbei ausschlieBlich um die Wir- 
kung der Schleimhaut handelt, ist unwahrscheinlich, da nach alteren 
Arbeiten® * § auch fiir Darm- und Hiihnermagen-Muscularis Glucose 
dem Glykogen als Milchsiurevorstufe weit iiberlegen ist. Weitere Ar- 
beiten® 1° iiber die Milchsiurebildung in der Magenmuskulatur von 
Taube, Huhn und Schildkréte unter verschiedenen Bedingungen sagen 
nichts aus iiber die Milchsiurevorstufe und den Weg ihrer Bildung. 
Vollige Ubereinstimmung herrscht bei den meisten Autoren dariiber, 
daB die Milchsaurebildung im glatten Muskel nur einen Bruchteil der 
im quergestreiften Muskel unter gleichen Bedingungen ausmacht. 

Auf Grund der groBen Bedeutung einer genauen Kenntnis der 
Stoffwechselvorginge im Uterus fiir seine Physiologie und Pathologie 
wurde in der vorliegenden Arbeit zuniachst die Glykolyse im Uterus- 
muskel eingehend untersucht mit dem Ziel, den Weg der Milchsiaure- 
bildung aufzukliren und gleichzeitig die Griinde fiir das ~schwache 
Glykolysierungsvermégen aufzudecken. Diese Glykolyse-Versuche bilden 
die Grundlage fiir noch nicht abgeschlossene Versuche iiber den Stoff- 
wechsel des Uterus bei seiner Kontraktion. 


Methodik 


Zu den Versuchen wurde Uterusmuskulatur von Jungrindern, die noch nicht 
gekalbt hatten, seltener von Kiihen, verwandt. Der gesamte Genitaltrakt wurde 
méglichst rasch nach dem Tod der Tiere im Schlachthof entnommen und sofort 
unter Eiskiihlung ins Institut gebracht. Hier wurden, ebenfalls unter Eiskihlung, 
die beiden Uterushérner freipripariert, Bandverbindungen und Venenplexus, 
soweit erreichbar, entfernt, die Hérner an den Insertionsstellen der Ligamenta 
lata aufgeschnitten und die Schleimhaut mit Scheren abgetragen. Trotz sorgfil- 
tigster Priparation bestand dabei natiirlich immer die Méglichkeit, da8 aus tief in 
die Muscularis hinabreichenden Driisenschliuchen kleine Schleimhautmengen nicht 


5 C. Lutwak-Mann, Biochem. J. 41, 19 |1947). 

6 O. Meyerhof u. K. Lohmann, Biochem. Z. 171, 398 | 1926}. 

7 E. Ronzoni, J. biol. Chemistry 78, 55 [1928'. 

8’ B.N. Prasad, J. Physiol. 85, 239 [1935!. 

® E.Mangold u. C.Schmitt-Krahmer, Biochem. Z. 167, 1; 169, 186 
(1926 |. 
10 L. C. Evans, Biochem. J. 19, 1115 [1925]; Physiol. Rev. 6, 358 [1926]. 
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entfernt wurden. Beim relativ dickwandigen Rinderuterus war diese Méglichkeit 
aber sehr viel kleiner als bei Verwendung von Uteri kleinerer Versuchstiere. Die 
Muskulatur wurde dann in einer eisgekihlten Fleischhackmaschine zu einem 
méglichst homogenen Brei zerkleinert. Gleiche Breiportionen von je 10 g wurden 
in Erlenmeyerkélbchen eingefiillt, die mit je 40 ccm verschiedener Zusatzlésungen 
beschickt waren, und hierin in der Regel 2 Stdn. bei 39—40° exponiert. Abwei- 
chungen hiervon sind bei den Versuchsprotokollen angegeben. Die Fallung er- 
folgte nach Schenck mit 10 ccm 8-proz. Salzséiure und 20 ccm 5-proz. Sublimat. 
AuBerdem wurden in jedem Versuch in einem Ansatz A die Werte zu Versuchs- 
beginn ermittelt. Nach Stehenlassen iiber Nacht im Eisschrank wurden im ent- 
quecksilberten Schenck-Filtrat |‘bestimmt: Die anorganische Phosphorséure 
(o-Phosphorsaure +- Phosphokreatinphosphorséiure) nach Embden", die Pyro- 
phosphorséure nach Lohmann}, Hexosemonophosphorséure nach Embden 
und Jost!8, Hexosediphosphorséure nach Deuticke’ und Hollmann™ und 
Milchséure nach Lehnartz!®. Glykogen wurde nach Weber’® bestimmt. 

Die Brenztraubensiure wurde in den meisten Versuchen aus dem salzsauren 
Schenck-Filtrat als Phenylhydrazon isoliert und gravimetrisch bestimmt. In den 
Versuchen der Tabellen 11 und 19 erfolgte die Bestimmung nach Lu” mit einigen 
Abweichungen von der Originalvorschrift. Die Modifikationen bestanden in 
folgendem: 

1. Wegen der Schwierigkeit, den Sodaauszug quantitativ vom Essigsaure- 
aithylester zu trennen, wurden nach dem letzten Auswaschen mit Essigsaure- 
ithylester statt des ganzen Sodaauszuges nur 3 ccm davon abpipettiert und mit 
2ccm n-Natronlauge versetzt. 

2. Da sich die Intensitaét der hierbei auftretenden Rotfirbung zeitabhingig 
erwies, wurde jeder einzelne Ansatz genau 1 Stde. nach Natronlaugezusatz kolori- 
metriert. 

3. An Stelle eines photoelektrischen Kolorimeters wurde fiir die Ablesungen 
das Pulfrich-Photometer gebraucht. Abgelesen wurde mit Filter S,; bei einer 
Schichtdicke von 5 mm. 

Als Zusatzsubstanzen wurden verwandt: 

Glykogen, das besonders schonend ohne Alkalibehandlung durch wissrige 
Extraktion aus Hundeleber dargestellt wurde; 

Glucose (Schering); 

Na-Hexosediphosphat, aus Candiolin iiber das Blei-, Brucin- und Calcium- 
salz gereinigt; 

Na-Phosphoglycerinat, aus Kaninchenmuskulatur als saures Ba-Salz nach 
Embden, Deuticke und Kraft?* dargestellt; 

Na-Glycerophosphat, aus Glycerinphosphorsaéure (Merck); 

Brenztraubensaures Natrium, aus Brenztraubensiiure (Merck), die nach 
Perkin?® dreifach bei 65° und 10 mm Hg destilliert und deren Gehalt titrimetrisch 
ermittelt wurde; 

Na-Pyrophosphat p. a. (Merck); 

Adenyisaures Natrium, dargestellt als freie Siure aus Hundemuskulatur nach 
Embden und Zimmermann”; 


11 G. Embden, diese Z. 113, 138 [1921]. 

12 K, Lohmann, Biochem. Z. 202, 466; 208, 164, 173 [1928]. 

13 G, Embden u. H. Jost, diese Z. 179, 24 [1928). 

14H. J. Deuticke u. S..Hollmann, diese Z. 258, 160 [1939). 

16 EK. Lehnartz, diese Z. 179, 1 [1928]. 

16 J, Weber, diese Z. 145, 101 [1925'. 

17 G.D. Lu, Biochem. J. 88, 249 [19391. 

18 G. Embden, H. J. Deuticke u. G. Kraft, Klin. Wschr. 12, 213 | 1933); 
diese Z. 280, 12 [19341. 

19 Perkin, J. chem. Soc. [London] 61, 836. 

20 G.Embden u. M. Zimmermann, diese Z. 167, 137 [1927]. 
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Adenosintriphosphorsaures Natrium dargestellt als Ba-Salz aus Kaninchen- 
muskulatur nach Lohmann®!. 

Ein unumganglicher Nachteil der beschriebenen Methodik war zweifellos die 
lange Zeit vom Tod des Tieres bis zum Expositionsbeginn des Versuches. Diese Zeit 
schwankte zwischen 48 und 116, meistens aber nur zwischen 70 und 85 Min. und 
betrug im Durchschnitt 81 Min. Vor allem im Hinblick auf die Beobachtung von 
Dworaczek und Barrenscheen”, nach denen es im Brei aus glatter Muskulatur 
sehr rasch zu einem Zerfall organischer Phosphor-Verbindungen kommt, mufte 
dieser Umstand bei der Bewertung der Versuchsergebnisse besondere PBeachtung 
erfahren. Eine Verkiirzung dieser Zeitspanne durch Verwendung von Uterus- 
muskulatur der iiblichen Laboratoriumsticre war jedoch leider nicht méglich, da 
in diesem Fall die Muskelmengen fiir gré8ere Versuchsreihen nicht ausreichten. 


Versuchsergebnisse 


Tab. 1 zeigt, daB auch Uterusmuskelbrei unter den gewihlten 
Versuchsbedingungen aus seinen eigenen Milchsiiure-Vorstufen Milch- 
siiure bilden kann. Die Milchsiurezunahme, die vor allem in Abhiingig- 


Tab. 1. Milchs&éurebildung im Uterusmuskelbrei in 2proz. Na-Bic.-Lésung. 
3eeinflussung durch Glykogen- und Fluoridzusatz. 















































Milchsiure in mg °,, der Muskulatur 
Vers.-Nr. , ane Expositions- 
(Protokoll-Nr.) zu | “ae 
Versuchs- 0.4% Zeit in Mi 
beginn 0.4 of Glykogen “cit in Min. 
| | Glykogen + 
Datum | m/20-NaF 
. 39—40° 
(7) 250,9 313,7. | 320,0 - re 
29. 7. 41 | is 
2 | 9 0 
(19) 287,9 931.8 | 334.3 —— 
4 Q. 49 iat i jon emer 120 
a 3 19.5 20° 
(20) 195.4 200.7 | 204.3 184,9 5 ‘ 20 
11. 8. 42 a 
4 1 or Q. 970 
(30) 195,3 | 2122 | 2950 | 1948 ow 
3. 8. 43 = 
5 | 9—409 
(6) 205,5 -- | 2882 | 216) vas 
22. 7. 41 
6 999 
4 ori am 354,7 — 390,7 350,2 120 














“1 K. Lohmann, Biochem. Z. 233, 460 |1931)!. 
2 E. Dworaczek u. H. K. Barrenscheen, Biochem, Z, 292, 388 [1937.. 
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keit von der eg ogg sehr schwankt, betriigt gegeniiber 
den Sofortwerten 2,7—25%. Die Werte zu Versuchsbeginn stimmen 
mit denen von Haar ae zwischen 115—292mg% gefundenen 
iiberein, wogegen Cohn und Meyer” im Uterusmuskelbrei mit 130 bis 
150 mg% und Tafuri* im Hiihner- und Truthahnmagen mit 114 bis 
143 mg% weit niedrigere Werte angeben. 

Das geringe Ausmaf} der Milchsiurebildung ist vor allem dann auffallig, wenn 
man gleichzeitig den Verlauf der Abspaltung von anorganischem Phosphat verfolgt. 
Wahrend in der quergestreiften Muskulatur unter bestimmten Bedingungen aqui- 
molekulare Mengen Milchsiure und Phosphorsiure gebildet werden®, oder durch 
intermediire Phosphorylierungsreaktionen die freigesetzten Phosphatmengen klei- 
ner sind als die gebildeten Milchsiuremengen, steigt, wie aus Abb. 1 ersichtlich 





« 260 
3240 
3 8 220 
200 
~ 180 
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Abb. 1. Exposition von Uterusmuskelbrei in 2-proz. Na-Bic.-Lésung bei 39—40° 
(Protokoll-Nr. 18: 30. 7.42). -—— Anorgan. H;PO,, ------ Milchséure, in der 
seat valenten Menge H;PO, angegeben. 


und wie stets festzustellen war, im Uterusmuskelbrei die anorganische Phosphor- 
siure viel stiirker an als die Milchsiure. 

In der Uterusmuskulatur miissen demnach ohne Zusammenhang mit der 
Glykolyse Phosphat abspaltende Reaktionen verlaufen. Die nach Dworaczek 
und Barrenscheen” in der glatten Muskulatur auBerordentlich rasch erfolgenden 
Abbauvorgiinge an der Adenosintriphosphorsiure kénnen allein nicht verantwort- 
lich sein, da die Mengen an Adenosintriphosphat viel zu klein sind. Zur Feststel- 
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Abb. 2. Hydrolysenkurve von Ansatz A (Protokoll-Nr. 15 53 16. 4. 42). Der Uterus- 

muskel enthiilt 89,2 mg®, anorgan. H,PO,, 228,5 mg®%, siurelésliche H,PO,, 

6,6 mg % Pyrophosphat-H,PO,, 132,7 mg, organ. H,PO, ‘hia Phosphokreatin- 
u. Pyrophosphat-H;PO,). 


> M. Cohn u. R. Meyer, diese Z. 93, 46 |1914|. 
G. B. Tafuri, Boll. Soc. ital. Biol. sperim. 1, 73 [1926 . 
G. Embden, W. Griesbach u. E. Schmitz, diese Z. 93, 1 (1914/15 











94 S. Hollmann, Bd. 284 (1949) 





lung der Natur der fermentativ leicht spaltbaren Phosphorverbindung wurden 
wiederholt von A-Werten Hydrolysenkurven'’? aufgenommen. Eine solcher Kurven 
ist als Abb. 2 wiedergegeben. 

Aus ihr geht deutlich die schwere Spaltbarkeit der organischen, siureldslichen 
P-Verbindungen der Uterusmuskulatur in »-HCl bei 100° hervor. Nach 3 Stdn. 
waren erst 18,2% der organischen Phosphor-Verbindungen (abziiglich Pyro- 
phosphat- und Phosphokreatin-H,PO,) hydrolysiert. Auf Grund dieser Tatsache 
sowie der spater zu erérternden leichten fermentativen Spaltbarkeit von Glycerin- 
phosphorsaure schien es berechtigt, ein Vorkommen dieser Substanz im Uterus 
anzunehmen. Zur Priifung dieser Annahme wurden von der in Abb. 2 wieder- 
gegebenen Hydrolysenkurve die Reaktionskonstanten erster Ordnung des Spal- 
tungsverlaufes nach der monomolekularen Formel von Lohmann*  berechnet 
und mit der Geschwindigkeitskonstante der Spaltung von Glycerinphosphorsiure 
verglichen. Letztere wurde im Mittel mit K = 6,8 x 10-5 festgestellt (Tab. 2). 


Tab. 3. Spaltung der organischen P- 









































Tab. 2. Spaltung der Glycerinphosph or- Verbindungen aus Uterusmuskulatur 
sdure in n-HCl bei 100°. in n-HCl bei 100°. 
Spaltungs- | Abgespalten Spaltungs- —," 
dauer mg K x 1075 dauer ea a a KO 
in Min. H,PO, in Min, | ™B% der 
0 0 0 0 
7 0,089 5,6 7 5,19 24,7 
30 0,478 7,4 30 10,38 7,84 
90 1,399 6,7 90 17,94 4,62 
180 2,895 7,4 180 24,08 2,65 
Verascht 100,000 Verascht 132,67 














Mittel: 6,8 x 107° 


Da die Hydrolysenkurven der A-Werte von Uterusmuskulatur nicht mono- 
molekular verlaufen, vielmehr die K-Werte kontinuierlich sinken (Tab. 3), ist 
damit fiir die schwer séurehydrolysierbare P-Fraktion der Uterusmuskulatur eine 
Zusammensetzung aus mindestens 2 verschieden leicht hydrolysierbaren Verbin- 
dungen bewiesen. In einem anderen Versuch war auch nach 10-stdg. Hydrolyse 
mit einer Spaltung von erst 27,4 % der organischen, siureléslichen P-Verbindungen 
die leichter spaltbare Fraktion noch nicht viéllig aufgespalten, und K hatte den 
Wert 1,28 x 10-4 erreicht. Die Identitiit der schwerer spaltbaren Fraktion mit 
Glycerinphosphorsaure konnte also noch nicht bewiesen werden, der endgiiltige 
Beweis durch Isolierung steht noch aus. 

Es sei in diesem Zusammenhang noch vermerkt, dai etwa 60% der organi- 
schen, sdureléslichen P-Verbindungen der Uterusmuskulatur sowohl durch eine 
Kupferkalk-, wie Bleizuckerfillung, wie auch unter den Bedingungen der Lacta- 
cidogen-Fallung nach Embden und Jost? gefallt werden, wiahrend die restlichen 
40% unter diesen Bedingungen nicht mit erfaft werden. 


Tab. 1 (Vers. 1—4) zeigt weiterhin, daB Zusatz von 0,4% Gly- 
kogen zum Uterusmuskelbrei in 2-proz. Na-Bic.-Lésung nur einen 
minimalen weiteren Milchsiureanstieg zur Folge hat. Die Realitit der 


*6 K. Lohmann, Biochem. Z. 194, 315 {1928}. 
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fast in die Fehlerbreite der Methode fallenden mittleren Zunahme von 
6,3 mg% Milchsiure konnte durch weitere Versuche bewiesen werden. 
Die Milchsiurebildung sowohl aus den muskeleigenen Vorstufen wie 
auch aus zugesetztem Glykogen wird durch Fluorid vdllig gehemmt. 
Die Milchsiurewerte nach Vergiftung der Muskulatur mit m/20-NaF 
liegen praktisch in gleicher Héhe wie die Werte zu Versuchsbeginn. 

Wenn diese Hemmung der Milchsiurebildung ebenso wie in der 
quergestreiften Muskulatur ihre Ursache in einer Blockierung der Eno- 
lase2? hat, muBte sich im fluoridvergifteten und mit Glykogen ver- 
setzten Uterusmuskelbrei neben Hexosediphosphorsiure vor allem 
Phosphoglycerinsiiure unter gleichzeitiger Abnahme der anorganischen 
Phosphorsiiure nachweisen lassen. Wie Tab. 4 zeigt, ist jedoch niemals 


Tab. 4. Verhalten der Phosphorséure im fluorid-vergifteten und mit Glykogen 
versetzten Uterusmuskelbrei. 























Anorgan. H,PO,in mg% der Muskulatur 
a) vor der Osazonbildung 
— b) nach der Osazonbildung I.xpositions- 
ers.-Nr. Temperatur 
(Protokoll-Nr.) nach Exposition in 2-proz. Na-Bic.- wie 
zu Lésung unter Zusatz von Zeit 
Versuchs- 0.4% in Min. 
ai 0/ 9» /o 
oe G as zen pen 8 
Datum m=O + m/20-NaF 
1 ; 
3 137,4 128,4 26° 
- e iia 135,2 128,5 30 
2 
¥ 137,0 120,8 22° 
9 > ’ ’ 
he us 80,5 137.0 112.1 120 
3 
> . 194,1 182,7 39—40° 
uae ws mead 188.2 172,1 180 
o. ine 174,7 166,7 25,3279 
Ag 6 165,4 153,4 240 














trotz Variierung von Expositionszeit und Temperatur eine Abnahme 
des anorganischen Phosphates zu finden. Die Werte liegen alle, ab- 
hiingig von Temperatur und Zeit, hoch iiber den Werten zu Versuchs- 
beginn. Lediglich eine Hemmung der Phosphatabspaltung gegeniiber 
den unvergifteten Ansitzen von im Mittel 11,2 mg% HPO, ist in der 
Bilanz festzustellen. Dieser Befund kann natiirlich auch durch Phos- 
phorylierungsreaktionen, die unabhiingig von den Phosphatabspalten- 
den Prozessen verlaufen, erkliirt werden. Aber auch Hexosediphosphor- 





7 K, Lohmann u. O. Meyerhof, Biochem. Z. 273, 60 [1934]. 
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siiure lieB sich niemals nachweisen. Die Bestimmung der Hexosedi- 
phosphorsiiure™ beruht auf der Abspaltung ihres einen Phosphorsiure- 
molekiils bei der Osazonbildung. Aus Tab. 4 ist ersichtlich, daB in An- 
sitzen ohne und mit Fluorid bei der Osazonbildung keinerlei Ver- 
mehrung der anorganischen Phosphorsiure erfolgt. 
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Abb. 3. Hydrolysenkurven (Vers. 1, Tab. 4). Kurve A: Exposition von 
Uterusmuskelbrei mit 0,4% Glykogen + m/20-NaF, ------ Kurve B: Exposition 
von Uterusmuskelbrei mit 0,4°, Glykogen (Kontrolle). 


Zur Priifung der Frage, ob die durch Fluorid bewirkte Hemmung 
der Phosphatabspaltung auf einer Bildung von Phosphoglycerinsiiure 
beruht, wurden von den Ansiitzen des in Tab. 4 mitgeteilten Vers. 1 
Hydrolysenkurven aufgenommen, die in Abb. 3 wiedergegeben sind. 
Bei dem geringen Effekt des Fluorids auf das anorganische Phosphat 
muBte es von vornherein zweifelhaft sein, ob sich mit dieser Methode 
die Bildung eines schwer spaltbaren Esters wiirde nachweisen lassen. 
Tatsichlich zeigt aber die Hydrolysenkurve des mit Fluorid vergifteten 
Ansatzes (Kurve A) das Vorhandensein eines solechen schwer spaltbaren 
Esters an. Unbedingt bewiesen ist damit die Bildung von Phospho- 
glycerinsiiure noch nicht, da eine Spaltungshemmung eines anderen 
Phosphorsiure- Esters nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden kann. 
Jedoch die Tatsache, daB im unvergifteten Ansatz noch 9,7 mg% Pyro- 
phosphat-H,PO, vorhanden sind, wihrend im fluoridvergifteten An- 
satz das Pyrophosphat vollig aufgespalten ist, spricht fiir eine Phos- 
phorylierung, also fiir eine Bildung von Phosphoglycerinsiure. Dieser 
Befund konnte vielfach bestiitigt werden. Die Differenz der Hydrolysen- 
endwerte von unvergifteten und Fluoridvergifteten Ansiitzen, die dem- 
nach mit Recht auf einen neugebildeten Ester bezogen werden kann, 
betrigt im Durchschnitt von 6 Versuchen 7,0 mg% H,PO,. Der Wert 
stimmt aufs beste iiberein mit der nach Tab. 1 in unvergifteten An- 
siitzen gefundenen Milchsiiuremehrbildung aus Glykogen in Héhe von 
6,3 mg%, die 6,86 mg% H,PO, iquivalent sind. Diese Menge bleibt 
also bei Vergiftung mit Fluorid als Phosphoglycerinsiure liegen und 
wird ohne Fluorid weiter in Milchsiiure umgesetzt. Die bei Fluoridzusatz 
beobachtete Hemmung der Phosphatabspaltung liegt mit durchschnitt- 
lich 11,2 mg% H,PO, in derselben GréBenordnung. 

DaB dennoch im Uterusmuske! Kohlenhydrat stirker abgebaut 
wird, als es nach den bisherigen Befunden den Anschein hat, geht aus 
der Kohlenhydratbilanz in Tab. 5 hervor. In diesem Versuch waren 
zu Versuchsbeginn und nach 2 Stdn. Exposition in 2-proz. Na-Bic.- 
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Tab. 5. (Protokoll-Nr. 19) 4. 8. 42. 
Verhalten der Kohlenhydratfraktionen der Uterusmuskulatur bei Exposition von 
Uterusmuskelbrei in 2-proz. Na-Bic.-Lésung. 


























; Zu Versuchs- Nach 1) Min. 

In mg% der Muskulatur begin so sear bei 
RLU ROMERO acts sitrcic.sicsicis sicislaieie.c 8's oese-¥is 107,22 63,65 
Lactacidogen-Hexose ..............+655 36,07 10,20 

Gesamtreduzierende Substanz (abziiglich 

Lactacidogen-Hexose) .............-. 60,08 107,53 
WARENUEO: Siefeiaiaisic erecta s oSeucdeicesau ee 287,88 331,77 
SO LLIEL Lae a oe ee ee ORR RRR a oe EE 491 ,25 513,16 


Lésung bestimmt worden: Glykogen, Lactacidogen, Milchsiure und 
die gesamtreduzierenden Substanzen im neutralisierten Schenck- 
Filtrat nach Hagedorn-Jensen?®. Bei der Verschiedenartigkeit der 
angewandten Methoden kann die Bilanz als ziemlich ausgeglichen an- 
gesprochen werden. Sie zeigt, daB bei Exposition in Na-Bic.-Lésung 
Glykogen und Lactacidogen stirker abnehmen als die Milchsiure an- 
steigt. Stattdessen nimmt die Menge der reduzierenden Substanzen 
(als Glucose berechnet) im Uterusmuskel zu. Dieser Befund erinnert 
sehr an Beobachtungen von Lohmann®® an quergestreifter Musku- 
latur, der nach Inaktivierung von Muskelextrakten durch 15 Min. langes 
Erwirmen auf 37° die Bildung eines Trisaccharids aus Glykogen durch 
Wirkung eines diastatischen Fermentes beweisen konnte. Nachtriglich 
sind diese Versuche durch Zerstérung des Co-Fermentanteiles des 
phosphatiibertragenden Systems und anderer Fermente zu deuten. 
Wenn dies auch die Ursache der bis jetzt festgestellten geringen glykoly- 
tischen Aktivitét von Uterusmuskulatur war, muBte sich bei Zusatz 
der phosphorylierten Zwischenstufen eine stirkere Milchsiurebildung 
nachweisen lassen. 

Zwei Versuche unter Zusatz von Hexosediphosphorsiure sind in 
Tab. 6 wiedergegeben. Die Hexosediphosphatspalturg wurde in diesen 
Versuchen durch Zuriickbestimmen des nicht umgesetzten Hexosedi- 
phosphat-Anteiles gemessen. Die bei Zusatz von Hexosediphosphor- 
siure erfolgte Milchsiurezunahme ist in der Tab. 6 in Prozenten der auf 
Grund der Hexosediphosphat-Spaltung errechneten, theoretisch még- 
lichen Milchsiurebildung angegeben. Tatsichlich ist die Milchsaure- 
bildung aus Hexosediphosphat viel gré8er als aus Glykogen. Die Zu- 
nahme betrigt, auf mg% der Muskulatur umgerechnet, in Vers. 1 
104,2 und in Vers. 2 50,5 mg% gegeniiber durchschnittlich 6,3 mg% 





28 H.C. Hagedorn u. B. N. Jensen, Biochem. Z. 135, 46 [1922/23]. 
29K. Lohmann, Biochem. Z. 178, 444 [1926]. 
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Tab. 6. Verhalten von Uterusmuskelbrei gegeniiber Hexosediphosphorsiure 
und Beeinflussung durch Fluorid. 
Exposition 120 Min. bei 39—40°. 

Jeder Ansatz enthalt pro g Muskelbrei 10 mg Hexosediphosphat-H,PQ,. 





Hexosediphosphat-Spaltung in | yfi1chsiure-Bildung in % des ge- 








Prstakoll vo des ee exosedi- spaltenen Hexosediphosphates 
Nr.) in 2-proz in 2 
Datum in 2-proz. Be in 2-proz. pat ee. 
Na-Bic.-Lésung artery semen Na-Bic.-Lésung Na-ihic-Lhoung 
+ m/20-Nak + m/20-NaF 
1 
(26) 25,6 27,9 44,3 31,8 
7.1.43 
2 e 
(28) 33,5 39,7 16,4 14,96 
1, 4. 43 

















bei Glykogenzusatz, obgleich nur 16,4—44,3% des gespaltenen Hexo. 
sediphosphates in Milchsiiure umgesetzt wurden. Die Milchsiurezunahme 
entspricht vollig den Werten, die auch von Hagemann® und Meeraus 
und Lorber‘ angegeben werden. Die von den beiden letzteren gefundene 
geringere Spaltung des Hexosediphosphates von 5,54% gegeniiber 
25,6—33,5% in Vers. 1 und 2 ist dadurch zu erkliren, daB von ihnen 
die Spaltung aus der Zunahme des anorganischen Phosphates ermittelt 
wurde. Wie aber das Verhalten der Milchsiure zeigt, wird nur der kleinere 
Teil des gespaltenen Hexosediphosphates unter Freisetzung von an- 
organischer Phosphorsiure in Milchsiiure umgesetzt, der Hauptteil 
bleibt in phosphorylierten Zwischenstufen liegen. Wie zu erwarten war, 
hemmt Fluorid die Hexosediphosphatspaltung nicht, sogar eine leichte 
Spaltungssteigerung ist in beiden Versuchen festzustellen. Ganz ab- 
weichend ist aber das Verhalten der Michsiure bei Fluorideinwirkung. 
Wenn man die Milchsiiurezunahme wieder in Beziehung setzt zur Hexo- 
sediphosphatspaltung, findet man zwar in beiden Versuchen eine Hem- 
mung durch Fluorid. Berechnet man aber ohne Riicksicht auf die Spal- 
tung die absolut mehrgebildete Milchsiure, so ergibt sich in Vers. 1 
noch eine Hemmung um 21,8%, in Vers. 2 aber eine Zunahme um 8% 
gegeniiber den unvergifteten Ansitzen. Dieses Ergebnis iiberrascht um 
so mehr, als die véllige Hemmung der Milchsiiurebildung aus Glykogen 
durch Fluorid bereits bewiesen werden konnte und ist nur durch einen 
bisher unbekannten, von den Vorgiingen in der quergestreiften Musku- 
latur verschiedenen Reaktionsablauf zu erkliren. 

Auf Grund des Verhaltens der Milchsiure muBte es fraglich sein, 
ob sich entsprechend dem Umfang der Hexosediphosphatspaltung bei 
Fluorideinwirkung eine Umwandlung der leicht hydrolysierbaren 
Hexosediphosphorsaure in einen schwer hydrolysierbaren Ester nach- 
weisen lieBe. 
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Abb. 4. Hydrolysenkurven (Vers. 2, Tab. 6). —— Kurve I: Exposition von Uterus- 

muskelbrei mit Hexosediphosphat + m/20-NafF. ------ Kurve il: Exposition von 

Uterusmuskelbrei mit m/20-NaF’.. Zusatz von Hexosediphosphat nach der Schenck- 
ji Fallung (Kontrolle). 


Wie die Hydrolysenkurven von Vers. 2 der Tab. 6 (Abb. 4) zeigen, 
ist dies nur in geringem Umfang der Fall. Der héhere Anfangswert der 
Kurve I gegeniiber der Kontrollkurve IT beweist, daB auch unter Fluorid- 
einwirkung bereits eine erhebliche Hexosediphosphatspaltung statt- 
gefunden hat. Dieser Umstand erschwert die Deutung der Hydrolysen- 
kurven, da es unbekannt ist, ob bei diesen vermutlich phosphatatischen 
Spaltungen Hexose oder Hexosemonophosphorsiure entsteht. Der 
anfanglich flachere Verlauf der Kurve I im Vergleich zur Kurve II ist 
wohl durch den infolge der stattgefundenen Spaltung kleineren Gehalt 
an Hexosediphosphorsiure im Hauptansatz zu erkliren. Der flachere 
Verlauf am Hydrolysenende weist auf einen neugebildeten, schwer 
spaltbaren Ester hin. Es 1iBt sich mit dieser Methode nur nicht ent- 
scheiden, ob es sich dabei um Hexosemonophosphorsiure oder um 
Phosphoglycerinsiure handelt. Das gleiche Ergebnis wurde in mehreren 
anderen Versuchen erzielt. Um so mehr war es von Bedeutung festzu- 
stellen, inwieweit die aus dem quergestreiften Muskel bekannten, mit 
der Spaltung der Hexosediphosphorsiure in zwei Triosephosphorsauren 
beginnenden Einzelreaktionen auch von der Uterusmuskulatur durch- 
gefiihrt werden kénnen. 

In Abb. 5 ist ein Versuch zum Nachweis der Aldolase wieder- 
gegeben. Die Methodik dieses Versuches entsprach in allen Einzelheiten 
den Angaben von Lohmann®. Die gebildete Dioxyaceton-phosphor- 
siure wurde auf Grund ihrer leichten Verseifbarkeit in n-NaOH be- 
stimmt. In diesem Versuch wurde das Gleichgewicht mit 28,44% Di- 
oxyacetonphosphat nach 240 Min. erreicht. Unter den gleichen Bedin- 


80 K, Lohmann, Meth. Ferment-Forschg. $, 2532 [1941]. 
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Abb. 5. Versuch zum Nachweis der Aldolase (Protokoll-Nr. 27; 14.1. 43). Ex- 
position von Uterusmuskel-Extrakt bei 20° in 0,186-proz. Na-Bic.-Lésung unter 
Zusatz von 4,023-10-3-m. Hexosediphosphat-H,PO, 


gungen stellt nach Lohmann Extrakt aus quergestreifter Muskulatur 
den Gleichgewichtszustand mit 28% Triosephosphat in 1 Min. ein. Aus 
den Halbwertszeichen berechnet, verhalten sich die relativen Aldolase- 
Mengen von quergestreifter zu Uterusmuskulatur wie 100 zu 0,28. 
Dieser Versuch, der das Vorkommen eines Teilfermentes des glykoly- 
tischen Abbaues im quergestreiften Muskel auch in Uterusmuskulatur 
beweist, spricht einmal fiir die Gleichheit des Reaktionsablaufes in 
den beiden Muskelarten und macht andererseits die viel geringere 
glykolytische Aktivitat der Uterusmuskulatur verstindlich. 

Mit dem Schicksal der Phosphoglycerinsiure bei Zusatz zu glatter 
Muskulatur haben sich Meeraus und Lorber‘ schon beschiftigt. 
In Tab.7 sind einige Versuche mitgeteilt, in denen die Phosphatabspal- 
tung und Milchsaurebildung aus zugesetzter Phosphoglycerinsiure durch 
Uterusmuskulatur und Uterusschleimhaut gesondert untersucht und 
miteinander verglichen wurden. Die Spaltung der Phosphoglycerin- 
siure durch Uterusmuskulatur, gemessen an der Zunahme des an- 
organischen Phosphates, ist im Durchschnitt vielleicht etwas gréBer 
als die Hexosediphosphatspaltung, macht aber nur 30—40% der Phos- 
phoglycerinsaiurespaltung durch quergestreifte Muskulatur aus.Genau 
wie beim Hexosediphosphat findet nur ein kleiner Teil der gespaltenen 
Phosphoglycerinséure ein Aquivalent durch Anstieg der Milchsaure. 
Die Milchsiurezunahme schwankt zwischen 5,8—26,9% der aus der 
Spaltung errechneten, theoretisch méglichen Milchsdurebildung. Im 
allgemeinen ist die Bildung von Milchsiure prozentual um so kleiner, 
je gréBer die Phosphatabspaltung ist. Brenztraubensadure war in keinem 
Versuch als Phenylhydrazon nachweisbar. Dieses Verhalten gleicht 
demnach den Befunden von Meeraus und Lorber an gealterten Ex- 
trakten aus Magenmuskulatur. Charakteristisch war auch in den Ver- 
suchen mit Phosphoglycerinsiurezusatz der EinfluB von Fluorid. Nur 
in einem Versuch (Vers. 4) verhindert es jede Milchsaiurebildung aus 
Phosphoglycerinsaure, in zwei Versuchen hat es einen deutlich hemmen- 
den EinfluB und in einem Versuch (Vers. 7) fiihrt es anscheinend zu 
einer Milchsiuremehrbildung. Berechnet man aber die absolut gebil- 
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deten Milchséuremengen, dann ergibt sich auch in diesem Versuch eine 
Hemmung um 4,9% gegeniiber dem Ansatz ohne Fluorid. Noch weniger 


Tab. 7. Verhalten von Uterusmuskel- und Schleimhautbrei gegeniiber Phospho- 
glycerinsiéure und Beeinflussung durch Fluorid. 

Exposition 120 Min. bei 39—40°. 

Jeder Ansatz enthaélt pro g Gewebsbrei 10mg Phosphoglycerinsiiure-H,PQ,. 

Vers. 1 bis 7 mit Uterus-Muskulatur, 

Vers. 8 und 9 mit Uterus-Schleimhaut. 



































H,PO,-Abspaltung in % der | Milchsaéure-Bildung in % der 
Vers.-Nr. zugesetzten Phosphoglycerin- | gespaltenen Phosphoglycerin- 
(Protokoll-Nr.) saure saure 
: in 2-proz. ‘ in 2-proz. 
in 2-proz. Na-Bi a Kaeenel.. 2-proz. Na-Bic-Lé 
Datum Na-Bic.-Lésung + m/20-NaF Na-Bic.-Lésung " m|20-NaFr 
1 
(1) 44,0 sobs 5,8 a 
12. 6. 41 
2 
(3) 32,0 = 16,3 abs 
26. 6. 41 
3 
(4) 27,7 sans 26,9 oon 
3. 7.41 
4 
(36) 42,1 39,7 11,8 0 
30. 3. 44 
5 
(23) 39,0 27,0 21,8 4,4 
19. 11. 42 
6 
(10) 38,5 26,7 8,2 1,3 
23.10. 41 
7 
(12) 25,9 19,8 24,5 30,4 
11.11. 41 
8 
(10a) 88,9 85,4 9,6 3,1 
23.10. 41 
9 
(12a) 86,2 79,6 9,0 8,1 
11.11. 41 














als die Milchsiurebildung wird die Phosphatabspaltung aus Phospho- 
glycerinsaiure durch Fluorid beeinfluBt. Der vélligen Blockierung dieses 
Vorganges durch Fluorid in der quergestreiften Muskulatur steht nur 


eine teilweise Hemmung in der Uterusmuskulatur gegeniiber. Im Durch- 
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schnitt von 4 Versuchen (Vers. 4—7) betrug die Spaltung ohne Fluorid 
36,4% und mit Fluorid 28,3%. Dieses unterschiedliche Verhalten lieB 
fiir die Uterusmuskulatur eine unspezifische Phosphatasewirkung ver- 
muten, obgleich Gomori*! mit histochemischen Methoden in glatten 
Muskeln nur Spuren einer ,,alkalischen‘‘ Phosphatase fand und Kabat 
und Furth® in keiner Art Muskelgewebe ,,alkalische‘’ Phosphatase 
nachweisen konnten. Bekraftigt wurde diese Vermutung durch die 
Befunde an Uterusschleimhaut, in der das Vorkommen einer ,,alka- 
lischen“ Phosphatase histochemisch von Gomori sowie Kabat und 
Furth bewiesen wurde. Im Brei von Uterusschleimhaut (Vers. 8 und 9 
der Tab. 7) erreicht die Phosphoglycerinséurespaltung praktisch das 
Ausmaf der Spaltung in der quergestreiften Muskulatur, die gleich- 
zeitig gebildete Milchsiure deckt nur einen Bruchteil der verschwun- 
denen Phosphoglycerinsaure und Brenztraubensaure wird nicht gebildet. 
Die Milchsaurebildung wird durch Fluorid gehemmt, die Phosphat- 
abspaltung aber fast unverandert gelassen. 

Zur Klérung der Frage, ob die starken Spaltungsreaktionen an den phospory- 
lierten Verbindungen ohne entsprechende Brenztraubensiurebildung und Milch- 
siurevermehrung vielleicht zum Teil durch eine reine Phosphatase-Wirkung zu 
deuten seien, wurde versucht, die Bildung von Glycerinsiiure aus Phosphoglycerin- 
sdiure durch Uterusmuskulatur nachzuweisen. Zu diesem Zweck wurden in einem 
Versuch (Protokoll-Nr. 17; 21. 7. 42) von 2 Rindern insgesamt 125 g Uterusmuskel- 
brei 4 Stdn. bei 39—40° mit phosphoglycerinsaurem Na, enthaltend 1,25 g organi- 
scher H,PO,, exponiert. Trotz einer Phosphatabspaltung von 0,476 g gelang es 
aber nicht, nach vorangegangener Schenck-, Kupferkalk- und Bleizuckerfallung 
-Glycerinsiure in Form ihres schwer léslichen Chininsalzes zu isolieren. 

Obgleich in diesem Versuch die Annahme einer phosphatatischen 
Spaltung der Phosphoglycerinsiure durch Isolierung des dephosphory- 
lierten Produktes nicht bewiesen werden konnte, sprechen doch auch 
die folgenden Versuche dafiir, daf im Uterus bei den Umsetzungen an 
phosphorylierten Zwischenprodukten der Glykolyse phosphatatische 
Spaltungen beteiligt sind. 

In Tab. 8 sind zwei Versuche iiber die Wirkung des gleichzeitigen 
Zusatzes von Phosphoglycerinsiiure und Glycerinphosphorsdiure zu 
Uterusmuskulatur wiedergegeben. Die bei Zusatz dieser Substanzen 
mehrgebildete Milchsiure ist in der aquivalenten Menge H,PO, ange- 
geben, um direkt mit der Phosphatabspaltung verglichen werden zu 
kénnen. Beim Verhalten der Phosphorsiure ist abgesehen von der 
schon besprochenen geringeren Spaltung der Phosphoglycerinsaure ab- 
weichend gegeniiber quergestreifter Muskulatur eine wesentlich starkere 
Spaltung der Glycerinphosphorsiure festzustellen, deren Ausma8 in 
der Regel etwas hinter der Phosphoglycerinsiurespaltung zuriickbleibt 
und die auch einfach als eine Phosphatasespaltung angesehen werden 
kann, zumal sie fast ohne Milchsiurebildung verlaiuft. Bei gleichzeitigem 
Zusatz beider Substanzen spaltet Skelettmuskel nach Embden und 


31 G. Gomori, J. cellul. comparat. Physiol. 17, 71 11941). 
32 B.A. Kabat u. J. Furth, Amer. J. Pathol. 17, 303 [1941). 
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Tab. 8. Verhalten von Uterusmuskelbrei gegeniiber Phosphoglycerinsiure und 
Glycerinphosphorsaure. 
Exposition 120 Min. in 2-proz. Na-Bic.-Lésung bei 39—40°. 
Ansitze A u. B enthalten 10 mg organ. H,PO,, Ansatz C enthalt 20 mg organ. 
H,PO, pro g Muskelbrei. 

















A B C 
Versuchs- Zusatz von 
Nr. — Ag ae Phospho- 
(Protokoll- Im Gesamtansatz Phospho- Glycerin- ons soning - 
Nr.) glycerin- phosphor- h nt eon, 
ae amare moe wie 
Datum HPO, HPO, in Au. B 
Abgespalten mg H,PO, 43,97 40,60 44,62 
; ) Milchsaéurezunahme, 
12 C 4l berechnet in der aqui- 
my valenten Menge H;PO, 2,55 0 2,70 
in mg 
Abgespalten mg H,PO, 32,05 22,15 35,03 
@) Milchséurezunahme, 
berechnet in der aqui- 
26. 6. 41 valenten Menge H,PO, 5,21 0,61 4,75 
in mg 














Deuticke*® mehr Phosphat ab als der Summe bei Einzelzusatz ent- 
spricht, da Glycerinphosphorsiure als Wasserstoffdonator fiir die Hy- 
drierung der aus Phosphoglycerinséure entstandenen Brenztrauben- 
siure Verwendung findet und nach Oxydation zur Triosephosphorsiure 
mit in den Abbau einbezogen wird. Die Milchsiure erfaihrt demnach 
einen Anstieg unter Abnahme der Ausbeute an Brenztraubensaure. Ein 
solches Verhalten war im Uterusmuskel niemals festzustellen, die Er- 
gebnisse ahneln vielmehr den an der Leber von Deuticke und Zens* 
erhobenen Befunden. Die Phosphatabspaltung bei gemeinsamem Zusatz 
von Phosphoglycerinsiure und Glycerinphosphorsaure ist unbedeutend 
héher als bei Zusatz von Phosphoglycerinsiure allein und wesentlich 
kleiner als die Spaltung, die sich durch Summation bei Einzelzusatz 
der beiden Verbindungen errechnen li8t. Die einfachste Erklarung ist 
eine gegenseitige Verdrangung der beiden Substrate vom gleichen Fer- 
ment, also einer Phosphatase, wofiir auch die Milchsiurezunahme 
spricht, die in einem Versuch etwas gréBer, im zweiten etwas niedriger 
ist als bei Phosphoglycerinsiurezusatz allein. 

Auch die nach Tab. 9 verschieden starke Spaltung der Glycerin- 
phosphorsiure durch Uterusmuskulatur und Uterusschleimhaut und 
die geringe BeeinfluBbarkeit durch Fluorid weisen auf eine solche 
33 G. Embden u. H. J. Deuticke, diese Z. 230, 29 (1934). 

*4 H. J. Deuticke u. W. Zens, diese Z, 251, 233 (1938). 
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Tab. 9. Verhalten von Uterusmuskel- und Schleimhautbrei gegeniiber Glycerin- 
phosphorsaure und Beeinflussung durch Fluorid. 
Exposition 120 Min. bei 39—40°. 
Jeder Ansatz enthalt pro g Gewebsbrei 10 mg Glycerinphosphorséiure-H;PQ,. 
































H,PO,-Abspaltung in % der zuge- 
Vers.-Nr. setzten Glycerinphosphorsaure 
(Protokoll-Nr.) Brei aus in 2-prox 
in 2-proz. Pi ae 
ans, eae Na-Bic.-Lésung 
Datum Na-Bic.-Lésung + m/20-NaF 
1 
(13) 37,7 27,4 
18.11. 41 Uterus- 
2 Muskulatur 
(15) 27,3 24,0 . 
16. 4. 42 
3 
(13a) 89,6 89,0 
18.11. 41 Uterus- 
4 Schleimhaut 
(15a)- 94,2 92,0 
16. 4. 42 

















Phosphatasewirkung hin. Die histochemisch mehr Phosphatase ent- 
haltende Schleimhaut spaltet Glycerinphosphorsiure auch ungleich 
viel stirker als die Muskulatur. Die Spaltung der Glycerinphosphor- 
siure durch die beiden Gewebsanteile bewegt sich in derselben GréBen- 
ordnung wie die Spaltung der Phosphoglycerinsiure. Die durch die 
Schleimhaut bewirkten Spaltungsreaktionen sind noch weniger fluorid- 
empfindlich als die Spaltungen durch Muskulatur. 

Es soll hiermit nicht gesagt sein, daB es sich bei den ganzen Spal- 
tungen ausschlieBlich um Wirkungen einer Phosphatase handelt. Die 
teilweise Hemmbarkeit durch Fluorid und die, wenn auch geringgradige, 
Milchsiurebildung aus diesen Substanzen beweisen eindeutig, daB die 
untersuchten phosphorylierten Verbindungen auch fiir den Uterus- 
muskel physiologische Zwischenstufen der Glykolyse sein kénnen. 
Allerdings werden im Uterusmuskel und ganz ausgesprochen in der 
Schleimhaut diese glykolytischen Reaktionen durch die phosphata- 
tischen Spaltungen iiberdeckt. 

Nachdem es bisher niemals gelungen war, eine Bildung von Brenz- 
traubensaéure unter der Wirkung von Uterusmuskulatur nachzuweisen, 
war es von besonderer Bedeutung festzustellen, ob der Uterusmuskel 
aus zugesetzter Brenztraubensiure Milchsiure bilden kann. Die in 
Tab. 10 und 11 enthaltenen Ergebnisse stehen vollkommen in Ein- 
klang mit den bisher gewonnenen Befunden. 

In dem in Tab. 10 wiedergegebenen Versuch, in dem pro Gramm 
Muskelbrei 2 mg Brenztraubensiure zugesetzt wurden, wird die Brenz- 
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Tab. 10. (Protokoll-Nr. 37); 18. 4. 44. 
Verhalten der Milchsiure bei Einwirken von Uterusmuskelbrei auf Brenztrauben- 
siure und Glycerinphosphorsiure. 
Exposition 120 Min. in 2-proz. Na-Bic.-Lésung bei 39—40°. 
Jeder Ansatz enthalt pro g Muskelbrei 2 mg Brenztraubensaure bzw. 10 mg 


Glycerinphosphorsaure-H,PO,. 
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A B C 
Zusatz von Zusatz von 
Zusatz von Glycerinphos- | Brenztrauben- 
Im Gesamtansatz 10 mg phorsaurem Na, sdure und 
Brenztrauben- enthaltend Glycerinphos- 
saure 50 mg phorsaurem Na 
organ. HPO, | wie in A u. B 
Milchséiurezunahme, ber. 
in der Aquivalenten 
Menge __ Brenztrauben- _ 0,25 — 
sdure in mg 











traubensiure zu 28,6% in Milchsiure umgewandelt. Glycerinphosphor- 
siure allein fiihrt, wie schon gezeigt, zu einer unwesentlichen Milch- 
siurezunahme. Gleichzeitiger Zusatz beider Substanzen aber bedingt 
einen Milchsaéureanstieg, der gréBer ist als die Summe bei Einzelzusatz, 
so daB anscheinend auch vom Uterusmuskel Glycerinphosphorsiure 
als Wasserstoffdonator fiir die Hydrierung der Brenztraubensaure ver- 
wendet werden kann. Nach Abzug der bei Glycerinphosphorsiiurezusatz 
gebildeten Milchsiiure werden bei kombiniertem Zusatz von Glycerin- 
phosphorsaure und Brenztraubensiiure 36,4% der zugesetzten Brenz- 
traubensiure in Milchsiure umgewandelt. Die nicht in Milchsaure um- 
gesetzten 71,4 bzw. 63,6% der Brenztraubensdure waren auch in diesem 
Versuch als Phenylhydrazon nicht fa8bar. 

Im folgenden Versuch (Tab. 11) wurde die Menge der zugesetzten 
Brenztraubensiure erhéht, um festzustellen, ob dadurch auch eine ab- 
solute Steigerung der Milchsiurebildung zu erreichen sei, und gleich- 
zeitig wurde zur Brenztraubensiurebestimmung die Methode von Lu” 
angewandt, um eine Bilanz aufstellen zu kénnen. Dieser Versuch be- 
weist, daB durch Erhéhung des Brenztraubensiure-Angebotes keine 
Steigerung der absoluten Milchsiurezunahme erzielt werden kann, 
daB die geringe Milchsiurebildung also nicht auf einen Mangel an Sub- 
strat infolge andersartigen Umsatzes der Brenztraubensiure, sondern 
auf eine geringe Hydrierungsfunktion der Uterusmuskulatur zuriick- 
gefiihrt werden mu8B. Die Bilanz kann in diesem Versuch als ausge- 
glichen angesprochen werden. 

Die Milchséurezunahme ist in Tab.11 in der aquivalenten Menge Brenz- 
traubensaure berechnet. Zugesetzt wurden in Ansatz A 48,36 mg Brenztraubensiure, 
wiedergefunden nach der Exposition in Form von Brenztraubensiure und Milch- 
siure 47,89 mg Brenztraubensiure. Kombination der Brenztraubensaéure mit 


Glycerinphosphorsaure in Ansatz C steigerte auch in diesem Versuch die Milchsiure- 
bildung auf 3,56 mg gegeniiber einer Summe von 2,90 mg in den Ansiitzen A + B. 
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Tab. 11. (Protokoll-Nr. 38); 7.9. 44. 
Verhalten der Phosphorsiure, Milchsiure und Brenztraubensaure bet Einwirken 
von Uterusmuskelbrei auf Brenztraubensiiure und Glycerinphosphorsaure. 
Exposition 120 Min. in 2-proz. Na-Bic.-Lésung bei 39—40°. 

Jeder Ansatz enthalt pro g Muskelbrei 9,67 mg Brenztraubensdure als Na-Salz 
bzw. Na-Glycerophosphat, enthaltend 10 mg organ. H,PQ,. 





A B C 
: Zusatz von Zusatz von 
Zusatz von Glycerinphos- | Brenztrauben- 
Im Gesamtansatz 48,36 mg phorsaurem Na, siure und 
Brenztrauben- enthaltend Glycerinphos- 
saure 50 mg phorsaurem Na 


organ. H,PO, | wieinAu.B 








H,PO,-Abspaltung in mg — 23,32 24,72 


Milchsiurezunahme, be- 

rechnet in der Aquiva- 9 29 

lenten Menge  Brenz- 28 0,57 3,56 
traubensiure in mg 





Nicht umgesetzte Brenz- 
traubensiure in mg 45,56 — 46,33 











Die Dephosphorylierung der Glycerinphosphorsiure war in Ansatz C um 1,40 mg 
H,PO, grofBer als in Ansatz B. Nimmt man an, daf die vermehrt gespaitene 
Glycerinphosphorsaure in Brenztraubensiure oder Milchsiiure umgewandelt worden 
ist und zieht die dafiir aquivalenten 1,26 mg Brenztraubensiure von der in Ansatz C 
gefundenen, als Brenztraubensiéure berechneten Summe von Brenztraubensiure 
und Milchsiure ab, so findet man auch in diesem Ansatz mit 48,63 mg gegeniiber 
48,36 mg zugesetzter Brenztraubensiure eine vollkommen ausgeglichene Bilanz. 

- Die in den letzten Versuchen bewiesene geringe Hydrierungs- 
fahigkeit der glatten Muskulatur steht in Einklang mit der Beobach- 
tung von Tsubura*®, derzufolge Methylenblau von der glatten Mus- 
kulatur, auch bei Zusatz von Bernsteinsiiure, dreimal langsamer redu- 
ziert wird als von der quergestreiften Muskulatur. 

Riickblickend kann aus den bisher mitgeteilten Versuchen der 
SchluB gezogen werden, dafS Uterusmuskulatur aus allen Inter- 
mediarsubstanzen des Embden-Meyerhofschen Schemas 
Milchsdure bilden kann, allerdings in wesentlich gerin- 
gerem Umfange als die quergestreifte Muskulatur. Die 
phosphorylierten Zwischenprodukte erwiesen sich als Milchséure-Vor- 
stufen dem Glykogen weit iiberlegen. Es fragte sich, ob diese Ver- 
schiedenheit zwischen glatter und quergestreifter Muskulatur auf einer 
qualitativen Verschiedenheit der vorhandenen Fermentsysteme beruht 
oder auf einer besonders raschen Zerstérbarkeit bestimmter Teilfer- 
mente in der glatten Muskulatur. Von solchen Erwiigungen ausgehend 
priifte ich, ob analog der von Meeraus und Lorber an Magenmusku- 
latur beobachteten Reaktivierung der Umsetzung von Phosphoglycerin- 


3) §. Tsubura, Biochem. J. 19, 397 [1925]. 
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siure in Brenztraubensiure durch Adenylsiéure und Adenosintriphos- 
phorsiiure ahnliches an der Uterusmuskulatur erfolgt und ob dariiber 
hinaus auch andere mit Phosphat-Verschiebungen einhergehende Einzel- 
phasen der Glykolyse durch Zusatz dieser beiden Nucleotide verstirkt 
werden kénnen. Die Gesamtglykolyse miiBte dennoch gering bleiben, 
da die oxydoreduktiven Prozesse im Uterusmuskel nur ein geringes 
AusmaB erreichen, wie durch die geringfiigige Bildung eines schwer 
spaltbaren Esters aus Hexosediphosphorsiure unter Fluoridwirkung, 
sowie durch das kleine Ausmaf der Umsetzung von Brenztrauben- 
siure in Milchsiiure nachgewiesen wurde. Auf Grund der erwiesenen 
hohen phosphatatischen Aktivitiét der Uterusmuskulatur war nahe- 
liegend, als Ursache dieses letzteren Verhaltens einen Defekt eines P- 
haltigen Co-Fermentes, speziell der Co-Dehydrase I, anzunehmen. 
Infolgedessen wurde auch der EinfluB zugesetzter Co-Dehydrase unter- 
sucht. Eine Anniherung an die in quergestreifter Muskulatur erreich- 
baren Werte war durch den Zusatz von Adenylsiure, Adenosintri- 
phosphorsiéure und Cozymase von vornherein nicht zu erwarten, da 
durch die festgestellte niedrige Aldolase-Aktivitat der Uterusmusku- 
latur die ganze Reaktionskette in ihrem Ausmaf bestimmt wird. 


Tab. 12. Verhalten der Pyrophosphorséure im Uterusmuskelbrei. 






































Pyrophosphat-H,PO, in mg% der 
Veee.Me Muskulatur 
(Frotokoll-Nr.) Nach 120 Min. 
Zu Exposition bei 
Versuchsbeginn | 39—40° in 2-proz. 
Datum Na-Bic.-Lésung 
: 9,69 sa 
(3); 26.6. 41 , 
: 7 
(6); 22.7. 41 = - 
3 
(10); 23.10. 41 aed = 
4 ‘ 
(16); 28. 5.42 4,72 0 
5 2,20 1,24 
(18); 30.7. 42 , , 
6 
(19); 4.8. 42 a seats 
: ae 0 
(22); 12. 11. 42 
8 
(23); 19.11. 42 ™ ° 
Mittelwert 6,45 0,31 
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Im Zusammenhang mit diesen Zusatzversuchen wurde zunichst 
das Verhalten der Pyrophosphorsiure im Uterusmuskel untersucht. 
In allen Versuchen, in denen Pyrophosphatbestimmungen durchgefiihrt 
wurden, fiel der geringe Gehalt des Uterusmuskelbreies an Pyrophosphat 
bereits zu Versuchsbeginn auf. Er betrug im Mittel der in Tab. 12 auf- 
gefiihrten Versuche 6,45 mg%. Nach 2-stdg. Exposition des Muskel- 
breies in 2-proz. Na-Bic.-Lésung war das Pyrophosphat weitgehend 
oder vollig aufgespalten. 

Aber nicht nur Exposition in alkalischer Lésung, sondern auch, 
wie schon Dworaczek und Barrenscheen™ gefunden hatten, Alte- 
rung und mechanisches Trauma durch die Zerkleinerung fiihren zu 
einem Pyrophosphatzerfall. Das zeigen die beiden Versuche der Tab. 13. 


In diesen Versuchen wurde der Uterus mit gré8tméglicher Beschleunigung 
nach dem Tod der Tiere entnommen. Ein Uterushorn wurde sofort im Schlachthof 
prapariert, die Schleimhaut abgetrennt, und die Muskulatur unzerkleinert in fliis- 
siger Luft gefroren und in flissiger Luft ins Institut gebracht (Horn I). Das zweite 
Horn wurde erst im Institut in der iiblichen Weise zu Muskelbrei verarbeitet, und 
der Muskelbrei dann ebenfalls in fliissiger Luft gefroren (Horn II). Beide Muskel- 
anteile wurden unter fliissiger Luft gleichmafig zerkleinert und gleichzeitig nach 
Schenck gefallt. Von beiden Muskelanteilen wurde der Trockensubstanzgehalt er- 
mittelt. Die Analysenwerte des zweiten Hornes wurden auf den Trockensubstanz- 
gehalt des ersten umgerechnet, so daf die fiir beide Horner gefundenen Werte un- 
mittelbar miteinander zu vergleichen sind. In Vers.1 betrug die Zeit vom Tod 
des Tieres bis zum Versenken des ersten unzerkleinerten Hornes in fliissige Luft 
30 Min., bis zum Versenken des zweiten zu Drei zerkleinerten Hornes 53 Min., beim 
Vers. 2 48 bzw. 76 Min. Die Gleichheit im Gehalt an siureléslicher und Gesamt- 
H,;PO, in den beiden Muskelanteilen beweist zuniichst, daB es berechtigt ist, die 
beiden Uterushérner direkt zu vergleichen. 


Tab. 13. Einflu8 von Alterung und Breibereitung auf die Kohlenhydrat- uad 
Phosphat-Fraktionen in der Uterusmuskulatur (Erliuterungen im Text). 









































Vers.-Nr. 1 Vers.-Nr. 2 
In mg%, der (Protokoll-Nr. 11) (Protokoll-Nr. 14) 
Muskulatur 30. 10. 41 4.12. 41 
Horn I Horn II Horn I Horn II 

Glykogen 248.6 174,9 353,2 329,4 
Milchsaure 114,1 126,2 196,9 215,1 
Pyrophosphat-H,PO, 17,6 10,3 20,5 9,1 
Phosphokreatin-H,PO, 13,3 11,0 21,0 . 9,1 
Anorganische H,PO, 66,1 79,6 56,3 68,6 
Saurelésliche H,PO, 190,56 | 1900 183,4 178,5 
Gesamt-H,PO, 462,8 462,6 430,1 433,1 
a 18,84 19,06 16,55 16,95 

/o 
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Neben einer Abnahme des Glykogens unter Milchsiurezunahme 
und einem Zerfall des Phosphokreatins unter Anstieg der anorganischen 
H,PO, war vor allem ein relativ starker Zerfall} des Pyrophosphates 
festzustellen. In Vers. 1 nahm das Pyrophosphat um 41,5% und im 
Vers. 2 um 55,6% ab. Da immerhin bis zur ersten Bestimmung 30 bzw. 
48 Min. vergingen und sicher auch ohne Zerkleinerung eine mechanische 
Schadigung des Gewebes nicht ganz zu umgehen war, ist wohl mit 
Recht intra vitam ein noch héherer Pyrophosphat-Gehalt im Uterus- 
muskel als 20 mg% anzunehmen. 











1 





7] 00 720 
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Abb. 6. Spaltung von Na-Pyrophosphat und Adenylpyrophosphorsaurem Na durch 
Uterusmuskelbrei (Protokoll-Nr. 16 u.18; 28. 5. u. 30. 7. 42). Exposition in 2-proz. 
Na-Bic.-Lésung bei 39—40°. (Jeder Ansatz enthalt pro g Muskelbrei 5 mg Pyro- 
phosphat-H,PO, in Form von anorgan. Pyrophosphat bzw. Adenosintriphosphat.) 
arenes Kurve I: Anorgan. Pyrophosphat, —— Kurve II: Adenylpyrophosphat. 


Fir die Zusatzversuche war es von Bedeutung zu wissen, wie rasch 
zugesetztes Pyrophosphat vom Uterusmuskel abgebaut wird. In Abb. 6 
sind zwei Versuche graphisch dargestellt, in denen vergleichend die 
Spaltung von anorganischem Pyrophosphat und von Adenylpyrophos- 
phat untersucht wurde. Die Spaltung wurde ermittelt durch Zuriick- 
bestimmen des zu verschiedenen Zeiten noch vorhandenen Pyrophos- 
phates. Dieser Versuch bestatigte insofern die Erwartungen, als in Form 
von Adenosintriphosphat (ATP) zugesetztes Pyrophosphat schon nach 
1 Stde. restlos aufgespalten war, obwohl die gewahlte Zusatzmenge 
von 5mg Pyrophosphat-H;PO, pro Gramm Muskel (= 500 mg%) 
sicher um eine Zehnerpotenz héher liegt als die Menge im intakten 
Muskel. Anorganisches Pyrophosphat wird weniger rasch gespalten. 
Seine Aufspaltung betrug nach 1 Stde. 73,18% und nach 2 Stdn. 91,20%. 
In der Annahme, daB durch Erhéhung der Substratmenge die Spaltung 
absolut nicht wesentlich gesteigert wird, wiirde sich bei 10 mg Pyro- 
phosphat-H,PO, pro Gramm Muskel innerhalb von 2 Stdn. eine Spal- 
tung von etwa 46% ergeben. Das entspricht aber ungefahr der Spaltung, 
die bei Zusatz von Phosphoglycerinséure bzw. Glycerinphosphorsiure 
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in einer Menge von 10 mg organischer H,PO, pro Gramm Muskel nach 
2 Stdn. Exposition in 2-proz. Na-Bic.-Lésung bei 39—40° gefunden 
wurde. 

Die geringere Spaltung des anorganischen Pyrophosphates im Vergleich zu 
ATP kénnte dadurch erklart werden, daf die Spaltung durch Anhaufung von 
o-Phosphorsiure gehemmt wird. Fiir diese Annahme spricht die nach 1% Stde. 
stark abnehmende Spaltungsgeschwindigkeit. Beim ATP ist dagegen eine schnelle 
vollstindige Aufspaltung durch die gleichzeitige, spiter gezeigte Umesterungs- 
reaktion méglich. Ob fir die Spaltung des anorganischen Pyrophosphates eine 
spezifische Pyrophosphatase angenommen werden mu8, lé8t sich nach diesen 
Befunden also nicht entscheiden. 

Bei der Adenylpyrophosphat-Spaltung scheint es sich dagegen 
um eine spezifische Reaktion zu handeln, da sie sehr rasch zu einer 
100-proz. Spaltung fiihrt und durch Fluorid hemmbar ist, allerdings 
weniger als Barrenscheen und Lang*® fiir die Adenylpyrophospha- 
tase der Leber zeigen konnten. Die ne durch m/20-Fluorid be- 
trigt unter den gewihlten Bedingungen in 2 Stdn. etwa 20%. Eine 
stirkere Hemmung wurde wahrscheinlich deshalb nicht erzielt, weil 
nicht der Versuch einer Reindarstellung der Adenylpyrophosphatase 
unternommen wurde, so daB im Organbrei ihre Wirkung mit der anderer 
Phosphatasen kombiniert sein diirfte. Der zeitliche Verlauf der Fluorid- 
hemmung wurde nicht verfolgt. 

Es erscheint bemerkenswert, da sich immer wieder Parallelen zur Leber er- 
geben. So stellte Jacobsen*’ fest, daB die Adenylpyrophosphatase-Aktivitaét der 
Leber viel gréBer ist als die des quergestreiften Muskels. Dementsprechend findet 
auch in der Leber mit dem Tod beginnend ein rapider Zerfall des Pyrophosphates 
statt. Unmittelbar nach dem Tod fand. vi einen Pyrophosphat-Gehalt von 85,4 mg % 
und 50 Min. spater nur noch 25,3 mg % H;PO,. 

AuBer diesen Spaltungen der ATP zu Adenosindi- und monophos- 
phorsiure sind sicher noch andere Abbauvorgiinge bei der Inaktivierung 
des Adenylsiiure-Systems beteiligt. Das beweist die von Dworaczek 
und Barrenscheen™ in der Magenmuskulatur festgestellte trauma- 
tische Ammoniakbildung, die als pore ausschlieBlich Adenylsiure 
hat, und das beweist auch die in Abb. 7 dargestellte Dephosphory- 
lierung von Adenylsiure durch Uterusmuskelbrei. 

Die Adenylsiure wurde in diesem Versuch in der der ATP des in Abb. 6 
wiedergegebenen Versuches aquivalenten Menge zugesetzt, d.h. 2,5 mg Adenyl- 
siure-H,PO, pro g Muskelbrei. Die Halfte des zugesetzten organischen Phosphates 
ist schon nach etwa 37 Min. abgespalten, und am Ende des Versuches nach 120 Min. 
hat die Spaltung 68,6 % erreicht. 

Die ganzen iiber das Verhalten der Adenosintriphosphorsiure mit- 
geteilten Versuche lassen die bisher gefundene geringe Phosphory- 
lierungs- und Dephosphorylierungs-Fahigkeit der Uterusmuskulatur 
beim Kohlenhydratabbau als Folge der raschen Zerstérung der ATP 
verstehen. Sie zeigen zugleich mit aller Deutlichkeit, daB bei den folgen- 
den Zusatzversuchen Adenylsiure bzw. ATP in groBem Uberschuf 


36 H. K. Barrenscheen u. S. Lang, Biochem. Z. 258, 395 [1932.] 
37 EK. Jacobsen, Biochem. Z. 242, 292 [1931]. 
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zugesetzt werden muB, da sie sonst zerstért ist, bevor bei der erwiesenen 
Langsamkeit der Aldolase-Wiskung der Nachweis einer Glykolyse- 
steigerung iiberhaupt méglich war. Experimentelle Anhaltspunkte 
dafiir, daB auch die Codehydrase im Uterusmuskel rasch abgebaut 
und dadurch eine Minderung der oxydoreduktiven Reaktionen herbei- 
gefiihrt wird, liegen bisher nicht vor. Eine Steigerung der oxydoreduk- 
tiven Vorgiinge bei Cozymasezusatz wiirde hierfiir sprechen. Solche 
Cozymase-Zusatzversuche sind im folgenden beschrieben. Als cozy- 
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Abb. 7. Dephosphorylierung von Adenylsiure durch Uterusmuskelbrei (Protokoll- 


Nr. 32; 17. 8. 43). Exposition in 2-proz. Na-Bic.-Lésung bei 39—40°. (Jeder Ansatz 
enthailt pro g Muskelbrei 2,5 mg Adenylsiure-H,POQ,.) 


masehaltiges Zusatzpraiparat wurde Kochsaft verwandt, der entweder 
aus Kaninchenmuskulatur nach Meyerhof*® oder Ochoa*® oder aus 
Hefe* nach Nilsson*® dargestellt worden war. Auf eine Reindar- 
stellung der Cozymase wurde verzichtet. Im Kochsaft wurde vor dem 
Zusatz der Gehalt an anorganischer, siiureléslicher und Pyrophosphat- 
H,PQ,, an Milchsiure und Brenztraubensiure bestimmt und von den 
nach Exposition mit Uterusmuskelbrei gefundenen Werten in Abzug 
gebracht. 

In Tab. 14 sind einige Versuche zusammengestellt, aus denen der 
Einflu8 des Zusatzes von anorganischem Pyrophosphat, Adenylsiure, 
ATP und Muskelkochsaft auf die spontane Milchsiurebildung und die 
Milchsiurebildung aus zugesetztem Glykogen im Uterusmuskelbrei 
hervorgeht, sowie deren Hemmbarkeit durch Fluorid. Die Ergebnisse 
decken sich in allen Punkten mit den Erwartungen. 

Wegen der groBen Schwankungen im Milchséure-Anfangsgehalt wurde es 
unterlassen, die Milchsiurezunahme prozentual umzurechnen. Es sind vielmehr 
nur die absoluten Werte angegeben. Anorganisches Pyrophosphat erweist sich auf 


die Milchsaurebildung als ganz wirkungslos, mit und ohne Zusatz erreicht die Milch- 
siure praktisch dieselben Werte. Adenylsiure steigert in beiden gewihlten Kon- 


38 O. Meyerhof, diese Z. 101, 165 |1918]. 

39 §. Ochoa, Biochem. Z. 292, 68 [1937]. 

* Als Ausgangsmaterial diente Bickerhefe der Nordwestdeutschen 
Hefe- und Spritwerke, Hameln/Weser. 

40 R. Nilsson, Meth. Ferment. Forschg. 2, 1301 [1941]. 
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zentrationen dic Milchsiurebildung ungefihr gleich stark gegeniiber den Kontroll. 
ansitzen, in Vers. 2 um 39,7 mg% und in Vers. 3 um 42,1 mg%. Die geringe Wir- 
kung der Adenylsaure ist dadurch zu erkliren, da die Adenylsiure zwar die Um- 
wandlung von Phosphobrenztraubensiure in Brenztraubensiure katalysieren 
kann, daB aber vermutlich keine neue Phosphorylierung von Kohlenhydrat durch 
die dabei entstehende ATP méglich ist; denn die geringe Menge gebildeter ATP 
wird vermutlich infolge der starken Phosphatasewirkung der Uterusmuskulatur 
aufgespalten, ehe eine merkliche Phosphorylierung erfolgt ist. Die Glykolyse- 
steigerung durch Adenylsiure ist demnach durch die Menge im Muskel vorhandener 
phosphorylierter Vorstufe begrenzt. Die Milchsiurebildung mit Adenylsiurezusatz 
wird nicht so vollsténdig durch Fluorid gehemmt wie in Abwesenheit von Adenyl- 
saure. 

ATP fiihrt in allen untersuchten Konzentrationen zu einem wesent- 
lich stirkeren Milchsiureanstieg. 1 mg Pyrophosphat-H,PO, als ATP 
pro Gramm Muskel zugesetzt erhéht in Vers.4 die Milchsiure um 
111,4mg% und in Vers.5 bei gleichzeitigem Glykogenzusatz um 
75,5 mg%. In diesem Versuch mag die niedrigere Temperatur an dem 
kleineren Effekt die Schuld tragen. Nach den Erfahrungen iiber den 
raschen ATP-Zerfall -muBte Steigerung des ATP-Zusatzes zu einer 
Steigerung der Glykolyse fiihren. Erhéhung der zugesetzten ATP- 
Menge auf 4mg Pyrophosphat-H,PO, pro Gramm Muskel verstarkt 
auch tatsiichlich die Milchsiurebildung. Die Steigerung betragt in 
Vers. 6 177,;8 mg% und in Vers. 7 195,1 mg%. Damit ist anscheinend 
die optimale Steigerung durch ATP erreicht. Denn Zusatz von 5 mg 
Pyrophosphat-H,PO, pro Gramm Muskel fiihrt zu keinem weiteren An- 
stieg. Die Milchsiiurezunahme betrigt in Vers. 8 ohne Glykogenzusatz 
148,7 mg% und mit Glykogenzusatz 130,1 mg% und in Vers. 9 unter 
Zugabe von Glykogen nur 59,4 mg%. Ob die geringe Zunahme in Vers. 9 
durch die niedrige Temperatur oder durch Schaidigung irgendeines Fer- 
mentes verursacht ist, die auch in der schwachen spontanen Milchsiaure- 
bildung zum Ausdruck kommt, léBt sich nicht entscheiden. Auf jeden 
Fall ist die Beschrinkung der Glykolyse bei ausreichendem ATP-Zusatz 
nicht durch Mangel an Kohlenhydrat bedingt, da im Vers. 8 durch Zu- 
gabe von 0,4% Glykogen keine weitere Milchsiurevermehrung gefunden 
wurde. Am stiirksten aber liBt sich die Milchsiurebildung im Uterus- 
muskelbrei durch Muskelkochsaft beeinflussen, dem neben seiner Rolle 
als ATP-Spender auch wegen seiner groben Cozymasewirksamkeit 
Bedeutung zukommt*. Im Vers. 10 der voranstehenden Tab. 14 be- 
trigt die Milchsiurezunahme bei Zusatz von 1 ccm Muskelkochsaft 
nach Ochoa*® pro g Muskulatur gegeniiber der Kontrolle 300,3 mg%. 
Mit 630,2 mg% erreicht die Milchsiure in diesem Versuch beinahe einen 
Wert, den man im Brei aus quergestreifter Muskulatur unter den gleichen 
Bedingungen zu sehen gewohnt ist. Nicht in allen Versuchen wirkte 
Muskelkochsaft gleich stark. Kochsaft nach Meyerhof*® dargestellt 


41 Bei vergleichenden Untersuchungen iiber die Cozymase-Aktivitat ver- 
schiedener Organe hatten E. Sym, R. Nilsson u. H. v. Euler, diese Z. 190, 228 
[1930], gefunden, daB sich die Cozymase-Aktivitét von Skelettmuskulatur zu 
Uterus etwa wie 8,1 zu 0,5 verhialt. 
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hatte einen kleineren Effekt. Die Wirkung des Fluorids ist in allen Ver- 
suchen unter Zusatz von ATP oder Muskelkochsaft dieselbe wie im 
quergestreiften Muskel. Teilweise ist jede Milchsiurebildung gehemmt, 
und der Milchsiiuregehalt bleibt auf der Héhe des Anfangsgehaltes 
stehen, oder es findet noch eine geringe Milchsiurebildung statt, die 
dadurch zu erkliren ist, daB die Muskulatur mit Fluorid nicht vor- 
vergiftet wurde, sondern Fluorid gleichzeitig mit den anderen Zusitzen 
zugegeben wurde. Auf diese Weise waren vor der vdlligen Vergiftung 
noch Abbauvorgiinge in geringem Umfang méglich. 
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Abb. 8. Zeitlicher Verlauf der Milchséurebildung im Uterusmuskelbrei bei Zusatz 
von Adenosintriphosphorsaurem Na (Protokoll-Nr. 18; 30. 7.42). Exposition in 
2-proz. Na-Bic.-Lésung bei 39—40°. (Jeder Ansatz der Zusatzreihe enthalt pro 
g Muskelbrei' 5 mg Pyrophosphat-H,PO, in Form von ATP.) ------ Kurve A: 
Ohne Zusatz, —— Kurve B: Unter Zusatz von ATP. 
In dem in Abb. 6 dargestellten Versuch, in dem die Spaltungs- 


geschwindigkeit von ATP durch Uterusmuskelbrei untersucht wurde, 
wurde auch der zeitliche Verlauf der Milchsiurebildung ohne und mit 
ATP-Zusatz verfolgt. Das Ergebnis ist in Abb. 8 wiedergegeben und 
zeigt sehr charakteristisch, daB bis zu Expositionszeiten von 30 Min. 
Unterschiede im Milchsiuregehalt nicht vorhanden sind, LErst nach 
dieser Zeit steigt der Milchsiuregehalt unter ATP-Wirkung steil an, 
wihrend ohne ATP-Zusatz die Milchsiurebildung im bisherigen Umfang 
langsam weiterverliuft. Dieses Verhalten ist wieder ein Hinweis auf 
die mehrfach besprochene Tatsache, daB einige Teilreaktionen der Gly- 
kolyse im Uterusmuskel sehr langsam verlaufen, so daB erst nach Uber- 


windung einer Induktionsphase die Wirkung der ATP zur Geltung 
. §* 
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kommen kann. In dieser Zeit sind aber die normalen Pyrophosphat- 
bestinde weitgehend abgebaut, und die Folge davon ist, daB nur die 
im ersten Teil beschriebenen geringen Umsetzungen nachweisbar werden. 


Tab. 15. (Protokoll-Nr. 19); 4. 8. 42. 


Milchsiiurebildung aus Glykogen und Glucose im Uterusmuskelbrei und deren 
Beeinflussung durch Adenosintriphosphat-Zusatz. 


Exposition 120 Min. in 2-proz. Na-Bic.-Lésung bei 39—40°. 
Jeder Ansatz der zweiten Zusatzreihe enthalt pro g Muskelbrei 
5 mg Pyrophosphat-H,PO, in Form von ATP. 

















Milchsiiure in mg%, der Muskulatur 
zu nach Zusatz von 
— -  0,4% 0,4% 
— es Glykogen Glucose 
‘a 331,8 334,3 412,6 
287,9 
2 in 2-proz. Na- . 
Bic.-Lésung + ATP 480,5 464,4 629,9 














DaB auch die Milchsiurebildung aus Glucose im Uterusmuskel durch 
ATP-Zusatz gesteigert wird, zeigt das Ergebnis des Versuches der Tab. 15. 
Ohne ATP-Zusatz wird, wie schon in Tab. 1 gezeigt, aus Glykogen nur 
eine minimale Menge Milchsiure gebildet, aus Glucose dagegen in Be- 
stitigung der Angaben von Haarmann?® wesentlich mehr, namlich 
80,8 mg%. Bei ATP-Zusatz wird eine Steigerung der spontanen Milch- 
siiurebiidung um 148,7 mg% hervorgerufen, die durch Glykogen nicht, 
dagegen durch Glucose um weitere 149,4 mg% gesteigert wird. Auf 
Grund dieses Befundes liegt es nahe, im Uterusmuskel das Vorhanden- 
sein eines Aktivators anzunehmen im Sinne der von Meyerhof® aus 
Hefe dargestellten ,,Hexokinase“. Das Vorkommen eines solchen Akti- 
vators im tierischen Organismus ist von Case* in abnehmender Menge 
fiir Gehirn, Niere, Muskel, Blut, Leber und Lunge wahrscheinlich ge- 
macht und von Ochoa“ fiir Gehirn bewiesen worden. Der Widerspruch 
zu den Ergebnissen von Meeraus und Lorber, die im frischen KCl- 
Extrakt von Magenmuskulatur auf Zusatz von Glucose oder Fructose 
keine Milchséurebildung feststellen konnten, lieBe sich dadurch erkliren, 
daB der angenommene Aktivator nicht mit in den Extrakt tibergeht oder 
in Uterus-, aber nicht in Magenmuskulatur vorhanden ist. 


Entsprechend der die Gesamtglykolyse steigernden Wirkung des 
Zusatzes von Adenylsiure, ATP und Muskelkochsaft lieB sich auch die 


42 0. Meyerhof, Biochem. Z. 183, 176 [1927]. 
43 KE. M. Case, Biochem. J. 28, 210 [1929]. 
“ §. Ochoa, J. biol. Chemistry 141, 245 [1941]. 
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steigernde Wirkung der gleichen Zusitze an den einzelnen Teilreaktionen 
der Glykolyse nachweisen. 

Tab. 16 enthalt Versuche, in denen die Bildung von Hexose- 


diphosphorsiure unter dem EinfluB dieser Substanzen gezeigt wird. 


Tab. 16. Bildung von Hexosediphosphorsaure im Uterusmuskelbrei bei Exposition 
in 2-proz. Na-Bic.-Lésung unter Zusatz von Adenosintriphosphat (ATP) bzw. 
Muskelkochsaft sowie Vergiftung mit Fluorid. 





























1 2 3 
Hexosediphosphat-H,PO, 
: ‘ in mg% der Muskulatur wh Sussts von 
creme nach Zusatz von oe cee Adenosintriphosphat 
(Protokoll- : d oder 
Nr.) der in ‘tie Zeit Muskelkochsaft 
Langs- ya : : pro 
nie 3 spalte 3. | in Minuter Muskelbrei 
genannten 5 nena 
Substanz Substanz 
aire + m/20-NaF 
290 1 mg 
(24) 25,7 0 I 20) Pyrophosphat-H,PO0, 
26. 11. 42 . als ATP 
2 0 
(23) 102,0 111,6 ey 
19. 11. 42 20 4 mg 
. a 
‘ 0 als 
(26) 158,6 207,2 ae 
7.1.43 am 
43) ah hie 5 mg 
(20) 9,2 14,2 195 5) | Pyrophosphat-HsPO, 
11.8. 42 ‘a als ATP 
5 
3 ~ 39—40° 1 com Muskelkochsaft 
1 . a — ° 120 nach Ochoa 
6 ‘ ; 
P m a 21,8—22,2° | 2 ccm Muskelkochsaft 
13 el mais - 240 nach Meyerhof 














* Die Ansitze dieser Versuche enthalten zusitzlich 0,495 Glykogen. 


Auffallig ist zunichst, da8 im Uterusmuskel, dem ATP oder Muskel- 
kochsaft zugesetzt war, Hexosediphosphorsiiure auch schon ohne 
Fluoridzugabe nachweisbar war. Die Erklirung gibt wieder die geringe 
Aldolase-Aktivitat, die bei ausreichender Phosphorylierung Hexose- 
diphosphorsiure sich anhiufen 1a8t. Zwischen den Hexosediphosphat- 
werten mit und ohne Fluoridzusatz besteht keine konstante Beziehung. 
Der Glykogenzusatz scheint nach den Vers. 1 und 4 die Hexosediphos- 
phatbildung nicht zu steigern, obgleich diese Versuche wegen der gegen- 
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iiber den anderen Versuchen dieser Tabelle niedrigeren Temperatur nicht 
ganz beweisend sind. Auch dieser Befund spricht wie der in Tab. 15 
mitgeteilte Versuch dafiir, daB die die Glykolyse einleitende Phos. 
phorylierungsreaktion im Uterusmuskel nicht am Glykogen sondern erst 
an der Hexose ansetzt. Die Wirkung der ATP auf die Phosphorylierung 
ist am giinstigsten in einer Menge von 4 mg Pyrophosphat-H,POQ, pro g 
Muskel, also in derselben Menge, die nach Tab. 14 auch den stirksten 
EinfluB auf die Gesamtglykolyse ausiibt. Andere ATP-Konzentrationen 
und Muskelkochsaft haben eine geringere Wirkung**. Die kleinere Wir- 
kung des Kochsaftes auf die Hexosediphosphat-Bildung ist vermutlich 
nur vorgetauscht. Denn durch die gleichzeitig im Kochsaft vorhandene 
Cozymase wird der weitere Abbau der Hexosediphosphorsdure ohne 
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Abb. 9. Exposition von Uterusmuskelbrei 240 Min. in 2-proz. Na-Bic.-Lésuug bei 
25,3—27° (Protokoll-Nr. 30; 3. 8. 43). Kurve A: Uterusmuskelbrei exponiert 
mit 0,4% Glykogen, m/20-NaF und 2 ccm Muskelkochsaft nach Meyerhof pro g 
Muskelbrei. ------ Kurve B: Uterusmuskelbrei exponiert mit 0,4% Glykogen und 
m/20-NaF. Zusatz des Muskelkochsaftes nach der Schenck-Fallung (Kontrolle). 





Fluorid bis zur Milchsaure und mit Fluorid bis zur Phosphoglycerinsiure 
erméglicht. Die giinstigste Voraussetzung, um in fluorid-vergifteter 
Uterusmuskulatur eine Anhaufung von Phosphoglycerinséure nachweisen 
zu kénnen, miiBte demnach durch gleichzeitige Zugabe von Muskel- 
kochsaft geschaffen werden. In Abb. 9 sind die Hydrolysenkurven eines 
solchen Versuchs wiedergegeben. 








45 Methodisch sei hier noch nachgetragen, daf} in den fiir Hexosediphosphor- 
siure angegebenen Werten Dioxyacetonphosphat miterfaBt sein kann, was aller- 
dings fiir den Nachweis der Phosphorylierung ohne Belang ist, da sich ohne diese 
ATP- und Muskelkochsaft-Zusitze in den Versuchen der Tab. 4 niemals ein Vor- 
handensein von Hexosediphosphat oder Dioxyacetonphosphat nachweisen lief. 

In Erginzung zur Hexosediphosphat-Bestimmungsmethode nach Deuticke, 
u. Hollmann™ war das Verhalten der Dioxyacetonphosphorséiure unter den 
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Sie zeigen, da durch Exposition von fluorid-vergifteter Uterusmuskulatur 
mit Glykogen und Muskelkochsaft eine teilweise Umwandlung von leicht in schwerer 
hydrolysierbare P-Verbindungen erfolgt. Der steilere Verlauf der Kontrollkurve B 
zu Hydrolysenbeginn wird durch das im Muskelkochsaft enthaltene Pyrophosphat 
bedingt, das nach Exposition mit Uterusmuskulatur weitgehend aufgespalten ist. 
Der flachere Verlauf der Kurve A bei langerer Hydrolyse ist auf die Bildung eines 
schwer spaltbaren Esters zu beziehen. Da von Muskelkochsaft allein keine Hydro- 
lysenkurve aufgenommen wurde, l4Bt sich nicht entscheiden, ob das Ausgangs- 
material fiir diese Umwandlung aus dem Uterusmuskel selbst oder aus dem zu- 
gesetzten Muskelkochsaft stammt. Die Ausbeute an schwer spaltbarem Ester ist 
zwar gegeniiber quergestreifter Muskulatur immer noch sehr klein, aber im Vergleich 
zu Versuchen ohne Kochsaftzusatz (s. Abb. 3) doch deutlich gesteigert. Die Diffe- 
renz der Hydrolysenendwerte betragt im Versuch mit Kochsaft 18,9 mg % und in 
den Versuchen ohne Kochsaft im Durchschnitt 7,0 mg%.H,PO,. In der Abb. 9 
kommt dabei nur die zusitzlich unter der Wirkung des Kochsaftes gebildete 
Phosphoglycerinséure zur Darstellung, da die ohne Kochsaftzusatz erfolgte Phospho- 
glycerinsaéure-Bildung im Kontrollansatz (Kurve B) erfaBt ist. 

Weitere Auskunft iiber den EinfluB von Kochsaft auf den Um- 
satz und die Phosphatabspaltung aus Hexosediphosphat durch Uterus- 
muskulatur geben die Versuche der Tab. 17. 

Der Umsatz wurde ermittelt durch Zuriickbestimmen des am. Versuchsende 
vorhandenen Hexosediphosphates und die Phosphatabspaltung aus der Zunahme 
des anorganischen Phosphates. Zugesetztes Hexosediphosphat hatte einen Rein- 
heitsgrad von 99—100%. Die Anwendbarkeit der fiir quergestreifte Muskulatur 
ausgearbeiteten Hexosediphosphat-Bestimmungsmethode!* auf Uterusmuskulatur 
konnte durch Kontrollversuche bewiesen werden, in denen nach der Schenck-Fil- 
lung zu Uterusmuskel zugesetztes Hexosediphosphat mit einem Héchstfehler von 
3% wiedergefunden wurde. 

In Abwesenheit vba Kochsaft werden in Vers. 1 66,5% des Hexo- 
sediphosphates am Versuchsende wiedergefunden, und aus der Zunahme 
des anorganischen Phosphates ergibt sich eine Spaltung von 45,4%. 
Die Summe aus diesen beiden Werten von 111,9% liegt sicher auBerhalb 
des Analysenfehlers und ist bisher nicht erklarlich, denn eine Neubildung 
von Hexosediphosphat ist unter diesen Bedingungen auszuschlieBen. 
Fluoridzusatz steigert leicht den Umsatz von Hexosediphosphat und 
schrinkt die Phosphatabspaltung geringfiigig ein. In diesem Fall liegt 
die Summe von nicht umgesetzter und gespaltener Menge mit 103,8% 
vielleicht noch in der Fehlerbreite der Methode. Ganz anders werden 
die Verhaltnisse, wenn Kochsaft aus quergestreifter Muskulatur oder 
Hefe zugesetzt wird. Die Phosphatabspaltung wird auf Werte von 
5,1—16,4% herabgesetzt, die Hexosediphosphatspaltung erstaunlicher- 


Bedingungen dieser Methode gepriift worden. Dioxyacetonphosphat wurde nach 
O. Meyerhof, u. K. Lohmann, Biochem. Z. 278, 413 [1934], als Bisulfitverbin- 
dung aus Kaninchenmuskulatur dargestellt und iiber das Barium- ins Natriumsalz 
umgesetzt. Durch Bestimmung der Alkaliverseifbarkeit wurde ein Reinheitsgrad 
von 97,1 % ermittelt. Wurde das Na-Salz genau nach der Vorschrift der Hexosedi- 
phosphat-Bestimmung behandelt, so fand eine Abspaltung von 40—50% des 
organischen Phosphates statt. (In einem Versuch 49,5 %, in einem anderen 39,8 %.) 
Da die Hexosediphosphat-H,PO,-Menge nach dieser Methode durch Multiplikation 
der bei der Osazonbildung abgespaltenen Phosphorsiuremenge mit zwei berechnet 
wird, wird also auch gleichzeitig anwesendes Dioxyacetonphosphat zu 80—100% 
als Hexosediphosphat mitbestimmt. 
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weise stark eingeschrankt, und die Summe von gespaltener und unver- 
aindert wiedergefundener Hexosediphosphorsiure ergibt mit 100,0, 99,2 
und 98,9% den theoretischen Wert. Bei gleichzeitiger Anwesenheit von 
Fluorid wird die Phosphatabspaltung weiter vermindert auf 1,4—4,9%, 
die Menge der nicht umgesetzten Hexosediphosphorsiure steigt aber 
nur in Vers. 1 an, und auch dort weniger als der Hemmung der Phosphat- 
abspaltung entspricht. In Vers. 2 und 3 ist, gemessen an der zuriick- 
bestimmten Hexosediphosphat-Menge, der Umsatz sogar gesteigert. Be- 
stimmt man auch hier wieder die Summe aus gespaltenem und nicht 
umgesetztem Anteil, dann findet man in allen Versuchen ein Defizit. 
Es betragt in Vers. 1 3,3%, in Vers. 2 4,6% und in Vers. 3 16,9% und 
ist dadurch zu erkliiren, daB die Fehlmenge an Hexosediphosphat in 
Form phosphorylierter Zwischenstufen liegen geblieben ist. Triose- 
phosphat kommt nicht in Betracht, da dieses als Hexosediphosphat 
mitbestimmt worden wire. Es muB sich also um Phosphoglycerinsaure 
handeln, die durch Mitwirken des cozymase-haltigen Kochsaftes aus 
Triosephosphat entstanden ist und deren weiterer Abbau durch Fluorid 
blockiert wurde. Die stirkste Anreieherung hat deshalb auch der 
cozymasereiche Hefekochsaft bewirkt. Die Richtigkeit dieser Erklarung 
wird durch den Verlauf der Hydrolysenkurven bewiesen, die von Vers. 3 
aufgenommen wurden und die als Abb. 10 dargestellt sind. 
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Abb. 10. Hydrolysenkurven (Vers. 3, Tab. 17). —-— Kurve A: Uterusmuskelbrei 
exponiert mit Hexosediphosphat, Hefekochsaft und NaF. ------ Kurve B: Uterus- 


muskelbrei exponiert mit Hefekochsaft und NaF. Zusatz des Hexosediphosphates 
nach der Schenck-Fallung (Kontrolle). 


Aus diesen Kurven geht, besonders beim Vergleich mit den Kurven der 
Abb. 4, mit aller Deutlichkeit hervor, daB Hexosediphosphat zum Teil in einen 
schwer spaltbaren Ester umgewandelt worden ist. Die Hydrolysenkurven der 
Vers. 1 und 2 beweisen das ebenfalls, nur ist bei ihnen der Grad der Umwandlung 
kleiner, wie schon aus dem Hexosediphosphat-Defizit bei Aufstellung der Bilanzen 
in Tab. 17 hervorging. Auf ihre Wiedergabe wird deshalb verzichtet. Es seien nur 
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zum Vergleich die Differenzen der Hydrolysenendwerte von Haupt- und Kontroll- 
ansatz der Vers. 1—3 angegeben. Sie betragen fiir Vers.1 141,6mg%, Vers. 2 
169,9 mg% und fiir Vers. 3 243,6 mg% H,PO,. Adenosintriphosphat kann auf 
die Umsetzung von Hexosediphosphorsiure in Phosphoglycerinséure natiirlich 
keinen EinfluB haben. So ist auch aus den Hydrolysenkurven von Versuchen, die 
mit gleichzeitigem Zusatz von ATP angestellt wurden, auf keine Phosphoglycerin- 
sdure-Mehrbildung zu schlieBen gegeniiber den Kurven der Abb. 4, die von einem 
Versuch ohne ATP-Zusatz aufgenommen wurden. 

Als weitere Teilreaktion wurde die Umsetzung der Phosphoglycerin- 
siure in Brenztraubensiure bzw. Milchsiure unter gleichzeitigem Zusatz 
von Adenylséure und ATP untersucht. Die hieriiber in Tab. 18 zu- 
sammengefaBten Versuche zeigen sehr deutlich die schon erwahnte 
Reaktivierung dieser Umsetzung durch Adenylsaure bzw. ATP. 

Aus den in Form von Na-Phosphoglycerinat zugesetzten 50 mg organischer 
Phosphorséure werden ohne Zusatz eines der beiden Nucleotide in den Vers. 1—5 
14,33 bis 22,56 mg anorganischer Phosphorsiure abgespalten. Die Phosphoglycerin- 
sdiurespaltung betrigt also aus dieser Abspaltung berechnet 28,7 bis 45,1%. (In 
den Versuchen der Tab. 7 wurden Spaltungen von 25,9—44,0% gefunden.) 
Die Milchsiurebildung deckt wieder bei weitem nicht die abgespaltene Phosphat- 
menge, und Brenztraubensiure ist nicht nachweisbar. Einer Phosphatabspaltung 
von 14,33—22,56 mg H,PO, steht nur eine Milchsiurebildung, in die iquivalente 
Menge H,PO, umgerechnet, von 0,57—4,69 mg gegeniiber. Durch Fluorid wird 
die Phosphatabspaltung leicht gehemmt auf 23,5—39,7%, und die Milchsaure- 
bildung in Vers. 5 ganz unterdriickt, in Vers. 1 sehr stark gehemmt und in den 
Vers. 3 und 4 sogar leicht gesteigert, ein Befund, der auch schon im Vers. 2 der 
Tab. 6 iiber die Beeinflussung der Milchsiurebildung aus zugesetztem Hexosedi- 
phosphat durch Fluorid erhoben werden konnte. 

Zusatz von ATP in einer Menge von 4 mg Pyrophosphat-H,PO, 
pro g Muskel in Vers. 1 steigert die Milchsiiurebildung aus Phospho- 
glycerinsiure von 4,26 auf 11,97 mg. Gleichzeitig wird Brenztrauben- 
siiure als Phenylhydrazon faBbar, in einer Menge, die 38,24 mg H,PO, 
entspricht. Die Summe der gebildeten Milchsiiure und Brenztrauben- 
siure in Hohe von 50,21 mg (als H,PO, berechnet) zeigt, daB die Phos- 
phoglycerinsiéure in diesem Versuch quantitativ in Milchsiure und 
Brenztraubensiure umgesetzt worden ist. Daf dabei nur 47,33 mg 
= 94,7% des organisch gebundenen Phosphors als anorganisches Phos- 
phat frei werden, spricht nicht gegen eine 100-proz. Umsetzung, da 
offenbar ein Teil des Phosphates unter Vermittlung des Adenylsiure- 
systems von der Phosphobrenztraubensiure gleich auf neues Kohlen- 
hydrat umphosphoryliert wurde. Denn in diesem Versuch wurde 
eine zusitzliche Bildung von 3,39 mg Hexosediphosphat-H,PO, im 
Gesamtansatz gefunden, wodurch die fehlenden 2,67 mg H,PO, erklart 
sind. Bei Fluoridzusatz werden trotz vdéllig aufgehobener Phosphat- 
abspaltung und Brenztraubensiurebildung noch 1,08 mg Milchsiure 
(als H,PO, berechnet) gebildet, die ebenfalls aus Hexosediphosphat 
stammen kénnen. In diesem Ansatz wurden gegeniiber der Kontrolle 
0,94 mg Hexosediphosphat-H,PO, mehr gebildet. Die in diesem Versuch 
unter dem EinfluB der ATP gezeigte Umsetzung der Phosphoglycerin- 
siure entspricht, auch bei Fluoridvergiftung, qualitativ und quantitativ 











123 


Anacrobe Glykolyse in der Uterus-Muskulatur 





















































12 £ ém % ‘ . 
ompmtey ug] 9 | 18%] o | 0 | 0 [ere | -o | os | 0. | ees| eset) cots] 778 *0e) 
F £ xe O° (va 
jie tics| © | Oo |. 9 | 0 | 0. [atte fore | net | 0 |oevt | or] eer) Ree 
8 e y vs < < < ‘ ‘ ‘ G 7 . $ ra 
qttvudoree dat] © | 0 | 0 | 0 | ee | se | or | zo'0 | eve | zeta] co'et| voor | FF EERE *Go) 
sje € ‘ . ‘ _ mE Ore 6 
seuahothetag| — [soo] — | o | — Jen's | — | eo) — |arsv| — | o's we ee 
8 e y ys ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ < < ‘ G 4 6 H WA 
whtNqdoute dup | © | Fe'se} oO | O |-so'r | ze'tr| o9'0 | ovr | 0 | eexF| over] oc'er| oF TI 6r (€2) 
Q Q v2 Sj 3 & as) 03 
28/35 g2| 83 8 &| 33 mney 
bade > |+Belee| . | 2 lace] Be ‘ 
3 | = > 
2 BE ee] so | 8 [Sth SE] mo | & [Ste SE] sw | 2 
ws i=] 5 i>] S N oe] ss S 55 8 =] > 
alg [oso SP da) 79 : SP oe) oe x S 13 o0al a08 p S 
3 oid pee) ne! 2 | 6 joke fe) 2] & |eee| 22) S| 
omesioydsoydny | = Fel e8| s | ze z B| 3 = e z E| Zz = = 
-uIsOuNpy s3| £3 St t ol & noe 
Jopo Bal Sa Rol Sa R :. 8 : CAN TOMO) 
oimes[AUopy 
una UOA Z}BSNZ 10q UOA Z}eSNZ 1G UOA Z}BSNZ 10q ‘oles 
zyesnz ‘ 








Sut ut "Og*H osu W034 
-ua[eaInbe Jop Ut youyoo1eq 
Sunpyiq-omesuoqney4zuolg, 


Sut ut 'og*yH osucyy U4 
-uoyevatnbe Jop ut youqooloq 
“‘SuNpyig-ongsyo | 








Sur uy Sunyedsqy-"Og*H 





i 











“00F—6E 


‘ST “ORL 


& g v € G 

+ 

= *yeutiooA[Z0ydsoyg-eN woA wo ut *Og*H ‘URZIO Sul OS pun toiqjoysn 3 ¢ ypeyjzUo zyesuy Jopor 

2 oq Sunsgy-o1g-eN *zoid-g ur “Ur, OZT Uorpsodxgy ‘prion; pun oimyssoydsoyduyuisouspy “azq onys;AUepy Yoinp Sunssnjyureog 
ws pun roerqjeysnuisnie}9 Yomnp ommeysuooA[Zoydsoyg snv Sunpjiqoingsueqneijzzueig pun -anyesyo I ‘Sungyedsqezeydsoyg 

a HN Ong aa , 

xs Se Bea SS aefssf S's 87Hb Wl Sk. i 

S 9 Ss TR O -— 3 eg soe | fo) ~“pmOWO2 Bs 8 @ . 

S gereess ERSE SSIES ERseGESSeS OSeSgsEPsss essex 

—- SBS 8888S SSeS 27 8 .CBeseF sin 2 Sachs ag ss S88 















S. Hollmann, Bd. 284 (1949) 





124 


in allen Einzelheiten den Umsetzungen im Brei aus quergestreifter 
Muskulatur. 

Das gleiche Ergebnis zeigt Vers. 2, in dem 5 mg Pyrophosphat-H,PO, in 
Form von ATP pro g Muskel zugesetzt wurden. Auch in diesem Versuch beweisen 
die Milchséure- und Brenztraubensiure-Bildung, deren Summe, in H,PO, um- 
gerechnet, 50,21 mg betraigt, daB die Phosphoglycerinsiure restlos in diese beiden 
Sauren umgesetzt wurde, wahrend sich aus der Vermehrung des anorganischen 
Phosphates nur eine Spaltung der Phosphoglycerinsiure von 90,2% ergibt. 

Ubereinstimmend mit den Befunden iiber die Beeinflussung der 
spontanen Milchsiurebildung und der Hexosediphosphatbildung durch 
ATP (siehe Tab. 14 und 16) erweist sich also auch in diesen Versuchen 
ein Zusatz von ATP in Héhe von 4 mg Pyrophosphat-H;PO, pro g 
Muskel als optimal. Kleinere Zusatzmengen vermégen nicht, die Ver- 
haltnisse denen im Skelettmuskel anzugleichen. In Vers. 3 bewirkt z. B. 
Zusatz von 1 mg Pyrophosphat-H,PO, nur eine Steigerung der Phosphat- 
abspaltung von 16,66 auf 21,22 mg und der Milchsaurebildung von 0,57 
auf 6,95 mg ohne Brenztraubensiurebildung. Die Unzulanglichkeit des 
Zusatzes zeigt sich auch bei der Vergiftung mit Fluorid, bei der neben 
einer geringfiigigen Milchsiurebildung von 0,33 mg noch eine Phosphat- 
abspaltung von 3,42 mg = 6,8% stattfindet. Adenylsiurezusatz hat 
dieselbe Wirkung wie ein unzureichender Zusatz von ATP. 

In Vers. 4 hat Zusatz von 2,5 mg Adenylsiure-H,PO, pro g Muskel, also eine 
Menge, die 5 mg Pyrophosphat-H,PO, in Form von ATP entspricht, nur eine 
Steigerung der Phosphatabspaltung von 14,33 auf 16,96 mg und der Milchsaure- 
bildung von 1,97 auf 6,77 mg zur Folge, ohne da Brenztraubensiure nachweisbar 
wird und ohne da die abgespaitene Phosphorsiure durch die gebildete Milchsaure 
gedeckt wird. Durch Fluorid wird allerdings jede Phosphatabspaltung und Milch- 
sdiurebildung aus Phosphoglycerinséure aufgehoben. Erhéhung des Adenylsaure- 
zusatzes auf das Doppelte in Vers. 5 bessert diese Umsetzungen. Am Verhalten 
der Phosphorsaure und Milchsiure ist diese Besserung kaum festzustellen, dafiir 
entstehen aber groBe Mengen Brenztraubensiiure. Wie in den Vers.1 und 2 ist 
auch in Vers. 5 die Summe von gebildeter Milchsiure und Brenztraubensaure 
gréBer als die gleichzeitig abgespaltene Phosphatmenge, so daf eine gréBere Spal- 
tung der Phosphoglycerinsiure als 45% (aus der Zunahme des anorganischen 
Phosphates berechnet) unter teilweiser Umesterung des Phosphates anzunehmen 
ist. Auch in Vers. 5 wird die Abspaltung von Phosphat und Bildung von Milch- 
siure durch Fluorid vollkommen gehemmt. 

Adenylsiure diirfte deswegen der ATP unterlegen sein, weil nach 
Verlust der Pyrophosphatgruppe wahrscheinlich rascher dephosphory- 
lierende und desaminierende Abbauvorgiinge am Nucleotid einsetzen, 
wodureh die Phosphat-Ubertragerrolle schnell abgeschwiicht und 
schlieBlich ganz aufgehoben wird. 

Uber den EinfluB der Cozymase auf die Hydrierung der Brenz- 
traubensiiure gibt schlieBlich der in Tab. 19 wiedergegebene Versuch 
Auskunft. 

Ohne Hefekochsaft werden 1,12 mg = 2,5°, der zugesetzten Brenztrauben- 
siure zu Milchsiure hydriert. Unveraindert wiedergefunden werden 42,34 mg 
Brenztraubensaéure = 92,9% der Zusatzmenge. Es besteht also nur ein Fehlbetrag 
von 4,6%. Glycerinphosphorsiéure wird, ohne in Milchsiure umgewandelt zu 
werden, zu 35,7% dephosphoryliert. Bei gleichzeitigem Zusatz von Brenztrauben- 
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Tab.19. (Protokoll-Nr. 39); 12.9. 44. 


Verhalten der Milchsiure, Brenztraubensiure und Phosphorsiure bei Zusatz von 
Brenztraubensiure und Glycerinphosphorsiéure zu Uterusmuskelbrei und Beein- 
flussung durch Hefekochsaft. 

Exposition 120 Min. in 2-proz. Na-Bic.-Lésung bei 39—40°. 

Die Ansatze enthalten pro g Muskelbrei 9,1 mg Brenztraubensiure als Na-Salz, 
10 mg organ. H,PO, als Na-Glycerophosphat und 2 ccm Hefekochsaft. 



































A B C 
Zusatz von | Zusatz von 
Glycerin- Brenz- 
Zusatz von | phosphor- |traubensdure 
Im Gesamtansatz 45,5 mg saurem Na, und 
Brenz- enthaltend Glycerin- 
traubensiure 50 mg phosphor- 
organ. sdure wie 
H;PO,' in Au. B 
in 2-proz. 
H,P0, Na-Bic.-Lésung ies aad Lope 
Abspaltung in 2-proz. 
in mg Na-Bic.-Lésung — 6,27 7,26 
+ Hefekochsaft 
Milchsaurezu- in 2-proz. ‘ 
nahme, berech- Na- Bic Lésung 1,12 0 3,32 
net in der aqui- - : 
valenten Menge in 2-proz. 
Brenztrauben- Na-Bic.-Lésung 3,95 1,17 7,28 
saure in mg + Hefekochsaft 
in 2-proz. : 
Nicht umge- Na-Bic.-Lésung — vehi “— 
setzte Brenz- : 
traubensaure _ in 2-proz. 
in mg Na-Bic.-Lésung 40,09 — 38,81 
+ Hefekochsaft 





siiure und Glycerinphosphorsaure steigt unter Abnahme der Glycerinphosphor- 
siurespaltung auf 31,9% die Milchséurebildung an. Von der zugesetzten Brenz- 
traubensdéure werden 92,8% als solche und 7,3% als Milchséure wiedergefunden. 
In diesem Ansatz ist die Bilanz also ganz ausgeglichen. Durch Zusatz des Hefe- 
kochsaftes wird die Milchsiurebildung aus Brenztraubensaiure von 2,5 auf 8,7% 
erhéht, 88 % der Brenztraubensaure werden unverandert wiedergefunden. In diesem 
Ansatz besteht wieder ein geringer Fehlbetrag von 3,3%. Die Glycerinphosphor- 
siurespaltung wird durch den Zusatz des Hefekochsaftes von 35,7 auf 12,5 %, herab- 
gesetzt. Sie ist jetzt kaum héher, als man sie gewohnlich in der quergestreiften 
Muskulatur findet. Durch gemeinsamen Zusatz von Glycerinphosphorsiure und 
Brenztraubensiure steigt die Milchséurebildung auf 7,28 mg an und ebenfalls die 
Spaltung der Glycerinphosphorséure von 12,5 auf 14,59. Nach Abzug der aus 
Glycerinphosphorsiure gebildeten Milchsiéure werden in diesem Ansatz 13,4% 
der zugesetzten Brenztraubenséure in Milchsiure umgewandelt und 85,2% am 
Versuchsende wiedergefunden. 


Dieser Versuch zeigt, daB durch den Hefekochsaft nicht nur die 
Hydrierung der Brenztraubensiure geférdert wird, sondern auch die 














S. Hollmann, Bd. 284 (1949) 


126 








Umsetzungen an der Glycerinphosphorsiiure denen im Skelettmuskel 
angeglichen werden. Ob sich bei Verwendung von Triosephosphat als 
Wasserstoffdonator eine noch stirkere Milchsiurebildung aus Brenz- 
traubensiure erzielen 1i8t analog dem Verhalten im quergestreiften 
Muskel**, wurde nicht untersucht. Die in den verschiedenen Ansitzen 
ganz oder fast ausgeglichenen Brenztraubensiiure-Bilanzen schlieBen 
andersartige Umsetzungen der Brenztraubensiure stiirkeren Grades im 
Uterusmuskel aus. 

Nach den im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit mitgeteilten 
Ergebnissen besteht kein Zweifel mehr, daBim Uterusmuskel Kohlen- 
hydrat in gleicher Weise wie im quergestreiften Muskel zu 
Milchsdure abgebaut werden kann, wenn auch in geringe- 
rem Umfang und mit kleinerer Geschwindigkeit. Da die mit 
Phosphatverschiebungen verbundenen Einzelphasen, wie Bildung von 
Hexosediphosphorséure und Umsetzung von Phosphoglycerinsadure in 
Brenztraubensaéure, durch Adenosintriphosphat sehr stark gesteigert 
werden kénnen, die mit Wasserstoffverschiebung einhergehenden Pro- 
zesse an den Triosephosphorsiuren und der Brenztraubenséure aber 
weniger durch Cozymasezusatz giinstig beeinfluBt werden, ist die ge- 
ringe glykolytische Fahigkeit des intakten Uterusmuskels 
wohl zur Hauptsache durch seine schwachen oxydoreduk- 
tiven Funktionen neben einer niedrigen Aldolaseaktivitat 
zu erkliren. Der einzige, grundsitzliche Unterschied 
gegeniiber quergestreifter Muskulatur scheint darin zu be- 
stehen, daB Glykogen direkt vom Uterusmuskel kaum ver- 
wertet werden kann, daB die Phosphorylierung vermutlich 
erst im Hexosestadium ansetzt. Hieriiber werden zur Zeit Ver- 
suche angestellt. Unerklart bleibt bisher die Beobachtung, daB die 
Milchséurebildung aus phosphorylierten Produkten durch Fluorid 
manchmal nicht gehemmt wird. Ob in diesen Versuchen die Fluoridver- 
giftung nicht vollstindig war, oder ob fiir den Uterusmuskel noch ein 
anderer Weg der Milchsiurebildung angenommen werden muB, liBt 

sich nicht entscheiden. Die quantitativen Unterschiede der 
Glykolyse in quergestreifter und Uterusmuskulatur und die 
unterschiedliche Verwendbarkeit von Glykogen und Glu- 
cose machen eine verschiedene Bedeutung der Glykolyse 
in den beiden Muskelarten wahrscheinlich. AufschluB hieriiber 
kénnen allerdings erst die Arbeitsversuche an isolierten Uteri ergeben. 
Der von Deuticke* erbrachte Nachweis, daB Adenylsdure auf 
den Uterus erregend wirkt und da mit steigender Phosphorylierung 
des Adenosins die erregende Wirkung erhéht wird, gewinnt erneute Be- 
deutung durch den hier gefiihrten Beweis, daB Adenylsiure und noch 
weit stirker ATP durch Begiinstigung der mit Phosphatiibertragung 


-# 0. Meyerhof u. W. KieBling, Biochem. Z. 283, 83 11936]. 
47 H. J. Deuticke, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 280, 537 
[1932]. 

















Bd. 284 (1949) Anaecrobe Glykolyse in der Uterus-Muskulatur 127 


einhergehenden Teilreaktionen der Glykolyse die spontane Milchsiure- 
bildung im Uterusmuskel stark férdern. Es ist jedoch unwahrscheinlich, 
daB die glykolysesteigernde Wirkung der Adenylsaiuren mit ihrer er- 
regenden Wirkung unmittelbar in ursaichlichem Zusammenhang steht. 
Wahrscheinlicher ist, daB die erregende Wirkung durch direkten EinfluB 
der Adenylsiiuren auf die kontraktilen Elemente des Uterus zustande 
kommt, unabhingig von ihrem EinfluB auf die Glykolyse. Dafiir 
sprechen die geringe Geschwindigkeit der Glykolyse im Uterusmuskel 
und auch die weitere Beobachtung von Deuticke, daB sich der isolierte 
Uterus nach vélliger Erschlaffung im Anschlu8 an eine durch Adenosin- 
phosphorsauren ausgeléste Kontraktion noch lingere Zeit in einer Art 
von Refraktirphase befindet, was durch Anderungen an den Uterus- 
proteinen gedeutet wurde. Auch diese Beziehungen sollen in Arbeits- 
versuchen weiter verfolgt werden. 


Zusammenfassung 

1. Im Brei aus Uterusmuskulatur findet nur eine geringe spontane 
Milchsadurebildung statt, die durch Glykogen minimal gesteigert und 
durch Fluorid véllig gehemmt wird. Neben der Milchsiurebildung ver- 
liuft eine starke Freisetzung von anorganischen Phosphat, als dessen 
Quelle zum Teil Glycerinphosphorsiure angenommen wird. 

2. Nach Zusatz von Glykogen und Fluorid 1éBt sich Hexosediphos- 
phat nicht nachweisen, und statt einer Abnahme des anorganischen 
Phosphates findet sich nur eine Spaltungshemmung, die durch geringe 
Phosphoglycerinsaurebildung bedingt ist. 

3. Die Milchsaiurebildung aus Hexosediphosphat ist gréBer als aus 
Glykogen, deckt aber nicht die Phosphatabspaltung. Entsprechend der 
geringen Milchsiurebildung findet unter Fluorideinwirkung nur eine 
geringe Umsetzung der Hexosediphosphorsaure in Phosphoglycerinsaéure 
statt. Die relativen Aldolasemengen von quergestreifter und Uterus- 
muskulatur verhalten sich wie 100 zu 0,28. 

4. Die Spaltung der Phosphoglycerinsiure betrigt ohne aqui- 
valente Milchsaiurebildung und ohne nachweisbare Brenztraubensiure- 
bildung etwa 30—40% der Spaltung im quergestreiften Muskel. Spal- 
tung und Milchsiurebildung werden durch gleichzeitigen Zusatz von 
Glycerinphosphorsiure zu Phosphoglycerinsaure nicht gesteigert. 

5. Die Spaltungen der phosphorylierten Verbindungen sind nur 
schwach durch Fluorid hemmbar. In der phosphatase-reicheren Uterus- 
schleimhaut erreichen die Spaltungen ohne entsprechende Milchsiure- 
bildung einen weit gréBeren Umfang und sind noch weniger fluorid- 
empfindlich. Es wird deshalb eine Uberdeckung der glykolytischen 
Reaktionen an den phosphorylierten Verbindungen durch einfache 
Phosphatase-Spaltungen angenommen. 

6. Brenztraubensiure wird in kleinem Umfange, begiinstigt durch 
Glycerinphosphorsaure, zu Milchsiure hydriert. Der nicht in Milchsiure 
umgewandelte Anteil wird in guter Ausbeute wiedergefunden. 
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7. Die beobachteten geringen Umsetzungen werden erklart haupt- 
siichlich durch Defekt des Adenylsiure-Systems, weniger der Cozymase. 
Als Beweise werden angefiihrt: 

a) Rasche Abnahme des Pyrophosphates durch Alterung, mecha- 
nische Zerkleinerung und Exposition bei alkalischer Reaktion; 

b) Schnelle 100-proz. Spaltung von zugesetztem Adenylpyro- 
phosphat. 

c) Weitgehende Dephosphorylierung von zugesetzter Adenyl- 
siiure. 

8. Die spontane Milchsaurebildung wird am starksten durch Koch- 
saft aus quergestreifter Muskulatur, weniger durch Adenosintriphosphat 
und am schwichsten durch Adenylsdure geférdert. Sie wird durch Gly- 
kogen nicht weiter erhéht und durch Fluorid véllig oder weitgehend 
gehemmt. Aus Glucose werden groBe Mengen Milchsaure gebildet, die 
durch Adenosintriphosphatzusatz noch gesteigert werden. Es wird ver- 
mutet, daB die Phosphorylierung im Uterusmuskel nicht am Glykogen 
sondern an der Hexose erfolgt. 

9. Unter der Wirkung von Adenosintriphosphat und Muskelkoch- 
saft hauft sich, auch ohne Fluoridzusatz, Hexosediphosphorsiaure an, 
deren Umsatz, in Phosphoglycerinsiure bei Fluoridvergiftung besonders 
durch Hefekochsaft stark geférdert wird. 

10. Phosphoglycerinsaure wird bei Zusatz von Adenosintriphosphat 
in Héhe von 4 mg Pyrophosphat-H,PO, pro g Muskel — eine Menge, 
die sich auch fiir die Phosphorylierungen als optimal erweist — quanti- 
tativ in Brenztraubensiure und Milchsiure umgewandelt unter gleich- 
zeitiger Bildung von Hexosediphosphorsiure. Kleinere Zusatzmengen 
und Adenylsiiure haben einen schwicheren EinfluB. Die Spaltung wird 
durch Fluorid ganz unterdriickt. 

11. Durch Hefekochsaft wird die Hydrierung der Brenztrauben- 
siiure begiinstigt und durch gleichzeitigen Zusatz von Glycerinphosphor- 
siure weiter gesteigert. Die Spaltung der Glycerinphosphorsaure wird 
durch Hefekochsaft auf den aus quergestreiftem Muskel bekannten 
Umfang gemindert. Die ausgeglichenen Brenztraubensiure-Bilanzen 
schlieBen andersartige Umsetzungen der Brenztraubensaure aus. 

12. Durch die Zusiitze von Adenosintriphosphat, Adenylsiure und 
Kochsaft aus quergestreifter Muskulatur oder Hefe werden alle unter- 
suchten Teilreaktionen den Umsetzungen im quergestreiften Muskel 
angeglichen, ohne jedoch mit Ausnahme der Phosphoglycerinsiure- 
spaltung dasselbe AusmaB wie dort zu erreichen. Es besteht also nur 
ein quantitativer Unterschied, aber kein prinzipieller Unterschied im 
Abbaumechanismus. Die im Vergleich zum Skelettmuskel geringere 
glykolytische Fahigkeit des Uterusmuskels wird durch seine schwachen 
oxydoreduktiven Funktionen und seine kleine Aldolasemenge erklirt. 
Die Tatsache, da8 durch Fluorid teilweise die Milchséurebildung nicht 
gehemmt werden kann, lift noch einen anderen Abhauweg des Kohlen- 
hydrats als den hier bewiesenen als méglich erscheinen. 











Wit 


sich 
] 











Bd. 284 (1949) Konstitution und Synthese des Spinacins 129 


Endgiiltige Konstitutionsermittiung und Synthese des Spinacins 
Von 
D. Ackermann und S. Skraup 
Aus dem Physiologisch-Chemischen und dem Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Dezembor 1948) 


Fiir den seinerzeit aus der Leber des Haifisches (A canthias vulgaris) 
in einer Ausbeute von 4,7 mg auf 100 g Frischleber gewonnenen, bisher 
unbekannten stickstoffhaltigen Kérper!, der als Spinacin bezeichnet 
wurde, lieB sich die Bruttoformel C,H,O,N, + 2H,O aufstellen. Spiter 
gelang es dann, die Konstitution soweit aufzukliren, daB eine Formel 
zur Erorterung gestellt werden konnte (I)?. Diese zeigt ein System aus 
einem Imidazolring und einem hydriertem heterocyclischen Sechsring 
mit einer Iminogruppe im Kern und einer Carboxylgruppe als Seiten- 
kette. 

Der Imidazolring wurde sichergestellt durch Abspaltung von 
4(5)-Methyl-imidazol beim Erhitzen mit Natronkalk im Wasserstoff- 
strom. Damit war gleichzeitig die Stellung eines C-Atoms auBerhalb 
des Imidazolkernes gesichert. Die Carboxylgruppe muBte aus einem 
(durch seine Unléslichkeit in Wasser besonders charakteristischem) 
Kupfersalz geschlossen werden. Da eine aliphatische Doppelbindung 
sich nicht nachweisen lieB, erforderte die Zah] der Wasserstoffatome 
einen zweiten Ring. Ein asymmetrisches C-Atom, das durch die sehr 
starke Linksdrehung der Substanz gefordert wurde, war gleichfalls in 
dieser Formel untergebracht. So konnte eigentlich nur noch iiber die 
Stellung der Iminogruppe des Sechsringes ein Zweifel sein. 

Hier gab nun der eine von uns (S. 133) eine fruchtbare Anregung, 
die dazu fiihrte, die Formel IT als die richtigere erweisen zu kénnen. 
Es hatte sich ihm naimlich im Verlaufe von Untersuchungen® iiber 
die Einfiihrung einer Methylengruppe in cyclische Aminosauren ergeben, 
da man durch die Einwirkung von Methylal auf Histidin in saurer 
Lésung zu einem Stoff der gleichen summarischen Formel wie das 
Spinacin gelangt*. Die ni&ihere Untersuchung ergab schlieBlich die 
Identitit beider. 

Es braucht also nur die Iminogruppe des Sechsrings mit der be- 
nachbarten Methylengruppe vertauscht zu werden, um die urspriing- 
liche Formel (I) in die dem Spinacin wirklich entsprechende (II) zu ver- 
wandeln. 


1 PD. Ackermann u. M. Mohr, Z. Biol. 98, 73 [1936]; D. Ackermann 
u. K. Miller, diese Z. 268, 27711941 |. 

2 D. Ackermann, diese Z. 276, 267 | 1942]. 

3 §. Skraup, folgende Veréffentlichung sowie Diplomarbeit von J. Alt, 
Wiirzburg 1948. 

4 Uber die erste Synthese von J. Wellisch, Biochem. Z. 49, 173 [1913], 
siche die Anmerkung zur folgenden Abhandlung von S. Skraup u. J. Alt. 
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Die Ubereinstimmung der Eigenschaften des synthetischen Stoffes 
mit dem aus der Haifischleber gewonnenen ergibt sich auBer dem vdllig 
identischen Kristallbild (lange glinzende Nadeln) aus der Uberein. 
stimmung der Schmelzpunkte (265°, unkorr.) unter Briunung und Auf. 
schiumen), dem hellblauen véllig unléslichen Kupfersalz beider Prii- 
parate und dem gleichen Verhalten Fallungsmitteln gegeniiber: Fail. 
lungen mit Phosphorwolframsiaure, wiBriger Pikrinsiure, Flaviansiure, 
wiBrigem Sublimat mit Natriumcarbonat. Keine Fillung mit Gold. 
chloridchlorwasserstoffsiure. Die Diazoprobe ist in beiden Fallen positiv. 
Spezif. Drehung beim /(—)-Spinacin — 169,9° 5, beim synthetischen 
Produkt — 174,6°. 

Es handelt sich also beim Spinacin um ein Derivat des Histidins, 
das einen Doppelring iiber dasselbe Zwischenprodukt, die N-Methylol- 
Verbindung geschlossen hat, welche wahrscheinlich auch bei der iib- 
lichen biologischen Methylierung am Stickstoff entsteht, und zwar 
um /-Spinacin, da es ja aus /-Histidin ohne Eingriff im Asymmetrie- 
zentrum gewonnen werden kann. 


Es steht demnach auch dieses biogene Amin ebenso, wie die andern 
bekannten tierischen Imidazolderivate (Histamin, Urocaninsiure, Car- 
nosin, Anserin, Ergothionein), in naher Beziehung zum Histidin und 
damit zum EiweiB. Zugleich ist es der erste natiirlich vorkommende 
Vertreter des aus dem Imidazol- und Pyridinring kondensierten Systems 
der Forme] III. 


N- rr a et = \H 
2 4 UN y. 
Hg CO,H HZ \co,.h 6H? OC 
N—\ /He An NH NIN 
H H it, H if 
H 
I II Spinacin III 


Beschreibung der Versuche 
(—)-Spinacin 

1,8 g l-Histidin werden in 12 ccm konz. Salzsiiure auf dem Wasserbad 
unter Umschiitteln tropfenweise mit 20 com Methylal versetzt. Nach weiterem 
Erhitzen wahrend 30 Min. wird der gréfte Teil der Salzsiure zuerst auf dem 
Wasserbade dann im Vakuum beseitigt. Den Rest fallt man bei schwefelsaurer 
Reaktion mit Silberoxyd und beseitigt aus dem Filtrate des Chlorsilbers das als 
Sulfat geléste Silber mit Schwefelwasserstoff. Nach genauer Ausfiallung der 
Schwefelsaéure mit Baryt wird die im Vakuum eingeengte Fliissigkeit mit iiberschiis- 
sigem basischem Kupfercarbonat gekocht, wobei sich unlésliches hellblaues Spinacin- 
kupfer ausscheidet, das die Neigung hat, zum Teil fast farblos am Rande des 


5 Dieser Wert bedarf der Nachpriifung, sobald wieder Material zur Ver- 
fiigung steht. Seinerzeit wurde schon bemerkt, da$ zu einer genauen Bestimmung 
nicht mehr genug reines Material zur Verfiigung stand. 
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GefaBes auszukristallisieren. Die Flissigkeit selbst ist gleichfalls blau gefarbt vom 
Kupfersalz desjenigen Histidinanteiles, der der Einwirkung des Methylals entging. 
Der Niederschlag des Spinacinkupfers mit dem iberschiissigen Kupfercarbonat 
wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen und bei schwefelsaurer Reaktion mit 
Schwefelwasserstoff vom Kupfer befreit. Beseitigung des Schwefelwasserstoffes 
durch Abdampfen und der Schwefelsiure durch genaue Ausfallung mit Baryt, 
worauf sich beim Einengen im Vakuum das Spinacin als weife Kristallmasse 
abscheidet. Beim Umkristallisieren erscheinen schéne glinzende Prismen in einer 
Ausbeute von 1,5g. Dabei hat die Mutterlauge einen rétlichen Farbenton, dem 
wir immer wieder begegneten. Nach dem Umkristallisieren schmilzt die bei 130° 
im Hochvakuum kristallwasserfrei gewonnene Substanz bei 265° (unkorr.). 
5,336 mg lufttrockne Subst.: 8,010 mg CO,, 3,015 mg H,O. — 3,555, 4,708 mg 
lufttrockne Sbst.: 0,637 (25°, 756mm), 0,847 (25°, 756 mm) ccm N,. — 0,1758 mg 
lufttrockne Sbst., bei 130° im Hochvakuum getrocknet: 0,0309 mg H,0. 


C,H,O.N; + H,O. Ber. C 41,36, H 6,45, N 20,69, H,O 17,74. 
Gef. C 40,96, H 6,32, N 20,42, 20,50, H,O 17,52. 
Bei den folgenden Analysen wurde vorher bei 130° im Vakuum bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet. 
6,358, 7,365 mg Shst.: 11,645, 13,455 mg CO,, 3,050, 3,680 mg H,0. 
C,H,0.N3. Ber. C 50,27, H 5,43. 
Gef. C 49,98, 49,85, H 5,37, 5,59. 
Spezif. Drehung. Im 1,9009 dm-Rohr war bei einer 1,234-proz. wifrigen 
Liésung und 20° « = — 4,095°, also . 


[x]20” = —174,6°. 


d-Spinacin 

3,8 g d,l-Histidin werden analog behandelt. Ausb. 3,35 g kristallwasserhaltiges 
d,l-Spinacin. Schmp. (unkorr.): 265°. Das Kristallbild ist etwas anders als das 
des (—)-Spinacins (kleinkristalliner Habitus). 

5,383 mg lufttrockne Sbst.: 8,120 mg CO, 3,140 mg H,O. — 6,210 mg luft- 
trockne Sbst.: 1,137 ccm N, (23°, 755 mm). 

C,H,O.N3. Ber. C 41,36, H 6,45, N 20,69. 

Gef. C 41,16, H 6,53, N 20,98. 


9* 
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Zur Biogenese 3.4-kondensierter Pyridin-Systeme und Konstitution 
des Spinacins 
Von 
Siegfried Skraup und Josef Alt 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wirzburg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Dezember 1948) 


Die von Pictet und Chou! mitgeteilte und auf allgemeine Be- 
trachtungen zur Biogenese der Alkaloide zuriickgefiihrte Bildung reich- 
licher Mengen von Isochinolin aus Eiweif(-hydrolysaten) und Formal- 
dehyd wurde von uns iiberpriift. Dabei konnte festgestellt werden?, 
daB hierbei das Vorhandensein von Peptidbindungen praktisch be- 
deutungslos ist. Fiir die Isochinolinbildung ist-einzig der Gehalt des 
Hydrolysates an Phenylalanin maBgebend, das in Gegenwart von Salz- 
siiure mit Formaldehyd in solchen Gemischen ebenso leicht reagiert 
wie fiir sich allein und iiberraschend glatt die (1.2.3.4-)Tetrahydro- 
isochinolin-carbonsiure(3) (I) liefert. Diese ist das entscheidende 
Zwischenprodukt und gibt bei der Brenzreaktion mit Kalk das Iso- 
chinolin selbsé und Tetrahydroisochinolin zu ungefihr gleichen Teilen. 

DaB Pictet und Chou dieser Befund wie diese Deutung ent- 
gangen ist, muB um so merkwiirdiger erscheinen, als Pictet selbst mit 
Spengler*® wenige Jahre zuvor die Bildung der Saéure I aus Pheny]l- 
alanin und der entsprechenden 6-Oxysiiure aus Tyrosin gefunden, aber 
allerdings nicht weiter verfolgt haben. 

Die Leichtigkeit, mit der so der (hydrierte) Pyridinring des Systems 
geschlossen und an den aromatischen Kern anelliert wird, fordert ein- 
mal zur Durchfiihrung dieser Synthese unter wirklich physiologischen 
Bedingungen, also héherem #y bei der Kondensation, heraus und so- 
dann zur Ausdehnung auf die anderen EiweiSkomponenten mit aroma- 
tischen, d. h. aromatisch reagierendem heterocyclischem Kern. Vom 
Tryptophan aus, fiir das geringere Aciditit bei der Formaldehydeinwir- 
kung unerlaBlich wire, sollte das von Karrer* so genannte Carbolin- 
System (II) zugiinglich sein, das den Harmin-Alkaloiden® zugrunde 
liegt. 

Den organischen Systematiker, nicht minder als den Biologen, 
interessiert besonders das als 5-Aza-benzimidazol zu bezeichnende*® 


1 A, Pictet u. Tsan Quo Chou, Ber. dtsch. chem. Ges. 49, 376 [1916'. 

* Ausfiihrlicher in den Einzelheiten s. Diplomarbeit J. Alt, Wirzburg 1949. 

3 A. Pictet u. Th. Spengler, Ber. dtsch. chem. Ges. 44, 2030 |1911}. 
4 Vgl. Karrer, Lehrb. d. organ. Chemie, 10. Aufl., Thieme-Verlag, Stuttgart 

948. 

5 Ubersicht s. Karrer, Lehrb.‘, 8. 941f.— Nach dem von uns hergestellten 
Zusammenhiangen wire es vielleicht nicht abwegig, in KiweiShydrolysaten nach 
einem 6-Oxy-tryptophan zu: suchen. 

6 Zur Nomenklatur vgl. R. Stelzner, Lit.-Reg. d. organ. Chemie, 5. Bd., 
S. TX [1926 ; M. A. Kunz, Angew. Chem. 52, 269 |1929'. 
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System IV, das nach der besprochenen Reaktionsfolge aus Histidin 
hervorginge, in seiner Mittelstellung? zwischen dem bloBen Laborato- 
riumsprodukt III, dem Benzimidazol und dem physiologisch hoch- 
wichtigen Purinsystem V. Naturprodukte, die sich von dem System IV 
ableiten, schienen nicht bekannt zu sein. Doch legten uns Eigenschaften 
der nach dem Pictetschen Verfahren aus Histidin zuginglichen Saure 
VI, insbesondere das fiir anscheinend alle ahnlich gebauten Sauren 
charakteristische schwerlésliche Kupfersalz und einige allgemeinere 
auch biochemische Uberlegungen nahe, das von Ackermann und 
Mitarbeitern® aus dem tierischen Organismus — Leber des Haifisches 
— isolierte Spinacin an Stelle der ihm bisher zugeteilten isomeren 
Formel VIT genetisch vom Histidin abzuleiten und als die optisch ak- 
tive Form unseres Racemates der Formel VI aufzufassen. 

Dieses Racemat stimmt auBer dem gegeniiber dem aktiven Ma- 
terial kleiner kristallinischen Habitus mit dem Spinacin in allen Eigen- 
schaften weitestgehend iiberein®. Eine auch in der Kristallform und 
Drehung vollkommene Identitaét des natiirlichen Spinacins mit einem 
nunmehr aus /-Histidin synthetisierten Priparat ergab die voran- 
stehend® beschriebene Priifung. 

Was zuniichst noch der Klarung harrt, ist eine genaue Verfolgung 
der Brenzreaktion, bei der Ackermann und Mitarbeiter® den ent- 
scheidenden Befund des einkernigen Imidazolderivates machten, 
wihrend bei den Analogen von Pictet? oder uns die zweikernigen 
Stammsubstanzen gefaBt wurden, fiir die von oben erwihnten Gesichts- 
punkten aus systematisches und biologisches Interesse besteht. 
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7 Im Lichte der Vorstellungen von R. Kuhn, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 711 
[1942]; Chemie 55, 1 [1942]— tiber die Wirkung z. B. der Sulfonamide und anderer 
,»Antivitamine’’ wird besonders auf die Verdringung typisch wirkender Purin- 
derivate durch ihre Analoga aus der Reihe des Aza-benzimidazols zu achten sein. 

8 Angew. Chem. 60, 51 [1948], diese Z. 276, 268 [1942]; 268, 277 [1941]. 
® D. Ackermann u, S. Skraup, diese Z. 284, 129 [1949]. 
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Beschreibung der Versuche? 
Versuchsteil 


Isochinolin: Die zunichst genau nach Pictet und Chou?! durchgefihrten 
Versuche gaben uns wie diesen mit der Ausbeute von 5% des Caseins eine ,,Iso- 
chinolinfraktion vom’ Siedebereich 130—170°/12 mm, aus der nach Abtrennung 
von maximal 10% dieser Fraktion an Nitrosotetrahydroisochinolin etwa 13% an 
reinem Isochinolinpikrat zu erhalten waren. 

Bei gemeinsamer Verarbeitung (Hydrolyse in Gegenwart von Methylal) von 
100 g Casein?® und 15 g Phenylalanin’ wurden 10 g Isochinolin-Fraktion erhalten 
und aus ihr 18% reines Isochinolinpikrat erhalten. 

5g Phenylalanin allein lieferten 1,3 g Isochinolin-Fraktion; daraus 600 mg 
Isochinolinpikrat und 400 mg Nitroso-tetrahydroisochinolin. 

Die nach Pictet und Spengler® aus 5g Phenylalanin hergestellten 2 g 
der Saure I gaben 1,0 g Isochinolin-Fraktion und daraus 600 mg Isochinolinpikrat 
und 300 mg Nitroso-tetrahydro-isochinolin. 

racem. Spinacin: Aus 0,5¢ d,l-Histidin wurden mit 2g Methylal nach 
Reinigung iiber das schwer lésliche Kupfersalz durch die in voranstehender Ar. 
beit® genau ausgefiihrte Ausarbeitung 400 mg racem. Siure VI erhalten (75% d. 
Th.). Schmp. 265°. Weitere Eigenschaften siehe dort. 

Nachschrift: Nach AbschluB dieser Arbeit setzte uns eine Privatmitteilung™ 
in Kenntnis von der Arbeit von Neuberger!*. Er hat in Fortfiihrung von Unter- 
suchungen iiber die Drehungsinderung wifriger Aminosiurelésungen auf Formal- 
dehydzusatz aus l-Histidin ein Methylolderivat unserer Séiure VI und daraus diese 
selbst erhalten. Thres Zusammenhanges bzw. ihrer Identitaét mit Spinacin gedenkt 
er nicht. Uber die von Neuberger zitierte Literatur ist zu finden, daB Wellisch™ 
schon 1913 nach dem Pictetschen Verfahren Histidin mit Methylal kondensierte 
und offenbar die Saéure VI, also Spinacin, in Hinden hatte. Beide Autoren kénnen 
aber nach den angegebenen Drehwerten™ kein ganz reines Material erhalten haben, 
fiir dessen Gewinnung offenbar unsere Isolierung iiber das Kupfersalz unumging- 
lich ist. Der von uns im Anschlu8 an Pictet herausgestellte allgemeinere Zu- 
ne dieser ,,Alkaloidsynthese“ ist in der vorliegenden Literatur nirgends 

eachtet. 


10 Diese enthalten z. B. nach R. Kuhn und P. Desnuelle etwa 5 g Phenyl- 
alanin (Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 1907 {1937}. 

11 Von Herrn Dr. Bernhard Witkop, Harvard Univ. Cambridge Mass. 

12 A, Neuberger, Biochem. J. 38, 309 | 1944]. 

13 J. Wellisch, Biochem. Z. 49, 173 [1913]. 

14) Wellisch: [a]p = — 84,249, Neuberger: —144,5°, Ackermann’®: 
— 174,6°. 
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Die enzymatische Spaltung von Atropin, Cocain 
und chemisch verwandten Estern* 


Von 
R. Ammon, Illertissen/Bay. und W. Savelsberg, Erlangen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Oktober 1948) 


AnlaB zu unserer Untersuchung war sowohl die auffallige klinische 
Erfahrung, daB der Parkinson-Kranke relativ hohe Atropindosen ver- 
trigt, als auch die Beobachtung, daB z. B. das Kaninchen recht wenig 
empfindlich gegen héhere Atropindosen ist, und schlieBlich die allgemein 
bekannte Gewohnung des Menschen an ein bestimmtes Tropin-Derivat, 
wie sie im Cocainismus ihren Ausdruck findet. Denn es liegt nahe, das 
Verhalten der beiden Alkaloide in Zusammenhang mit Anderungen im 
Ferment-Geschehen zu bringen, und zwar speziell mit Esterasen, da ja 
sowohl das Atropin als auch das Cocain Ester des Tropins bzw. Ecgonins 
sind. Solche Beziehungen sind —z. T]. schon vor langerer Zeit —zwischen 
den genannten Alkaloiden und den zugehérigen Esterasen in Betracht 
gezogen worden, klare Ergebnisse konnten aber nicht erzielt werden. 
Bevor wir iiber unsere Versuche berichten, soll ein kurzer Uberblick 
iiber die Gedankengiinge und Befunde friiherer Forscher gegeben werden. 
Er zeigt, daB es zwar spezifische Esterasen gibt, die Tropin-, Ecgonin- 
und ahnliche Ester spalten kénnen, aber auch, daB sich das auffallige 
pharmakologische Verhalten der Alkaloide Atropin und Cocain mit Hilfe 
dieser Fermente nicht erkliren laBt. 


Schroff! stellte schon vor fast 100 Jahren fest, daB Kaninchen wochenlang 
ohne Schaden Belladonnablatter fressen kinnen. Auch Heckel? fand beim Stu- 
dium der Bedingungen, unter denen die Immunitat gewisser Wirbeltiere gegeniiber 
den giftigen Solaneen zustande kommt, da8 man sowohl Kaninchen als auch Meer- 
schweinchen und Ratten lingere Zeit mit den Wurzeln und Blattern von Bella- 
donna fiittern kann, ohne daB sie erkranken. Er zog von Meerschweinchen und 
Kaninchen fruchtbare Generationen auf, die ausschlieBlich mit Belladonnablattern 
gefiittert wurden. Die Tiere gediehen bei solchem Futter gut, trugen sogar Ver- 
langen danach und verschméhten anfainglich andere Kost, ohne Symptome zu 
zeigen, welche fiir die Vergiftung mit dieser Pflanze charakteristisch sind. 

Lemattre® glaubte, die Resistenz sei nur auf stomachale Applikation be- 
schrénkt, aber auch bei subcutaner Einspritzung vertragen Kaninchen ungewoéhn- 
lich groBe Dosen des Alkaloids. Die Méglichkeit des Vorhandenseins eines Anti- 
toxins schlo8 Lewin‘ aus. Herrmann® bewies durch Unterbindung der Nieren- 
gefafe beim Kaninchen, da die Unterempfindlichkeit sich nicht andert und somit 
nicht auf eine besonders intensive Giftausscheidung im Harn zurickzufihren ist. 
Albertoni® glauhbte eine erhdhte zellulire Resistenz, d. h. eine geringere Erregbar- 


* Die Versuche wurden in den Jahren 1942—44 in dem damaligen Physiol.- 
Chem. Institut der Universitit Kénigsberg (Direktor: R. Ammon) ausgefiihrt. 
Durch die Zeitumstinde, bedingt, kommen sie jetzt erst zur Veréffentlichung. 

1 Schroff, Z. Ges. Arzte Wien 8, 211 {1852}. 

* Heckel, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 80, 1608 [1875'. 

* Lemattre, Arch. Génér. méd. 1864, Heft Juli/August. 

4 Lewin, Dtsch. med. Wschr. 25, 37 [18991. 

5 Herrmann, Lehrbuch d. exp. Toxikologie Berlin 1874, 336. 

6 Albertoni, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 15, 
263 | 1882}. 
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keit der nervésen Elemente gegeniiber dem Gift, annehmen zu miissen. Cal- 
mette’ wollte durch eine biologische Methode den Atropinreichtum der Leuko. 
zyten nach einer Zufiihrung des Belladonna-Alkaloids nachgewiesen haben nnd 
stellte sich die Entgiftung des Atropins als Phagozytose vor. Durch Ellinger® 
wurden jedoch bald die von Calmette versiumten Kontrollversuche angestellt, wo- 
durch die Unhaltbarkeit dieser Theorie erwiesen werden konnte. Cloetta® fand, 
daB der Gehirn- und der Leberbrei von Kaninchen, Katzen und Hunden Atropin 
zerstéren kann, und zwar in verschiedenem Ausma8, jedoch gingen Atropin- 
resistenz und -zerstérungskraft nach seiner Meinung parallel. 

Erst Fleischmann?® gelang zum ersten Male der Nachweis, daB Blutserum 
von Kaninchen in vitro Atropin zerstért. Er benutzte zur Feststellung der Atropin- 
zerstérung die Verminderung der vaguslihmenden Wirkung von Atropin-Serum- 
gemischen nach einer gewissen Brutschrankzeit gegeniiber einer Kontrollésung mit 
dem Atropingehalt des Ansatzes. Die chemische Seite der Zerstérung war zunachst 
nicht in Angriff genommen worden, und es blieb vollkommen offen, ob es sich um 
eine Spaltung, Bindung oder Umwandlung in unwirksame Stoffe handelte. Mit 
diesem Befund wurde die Hypothese Albertonis von der zelluliren Resistenz 
hinfallig. 

Beim Hund und Kaninchen fanden Fickewirth und Heffter™ einen deut- 
- lichen Unterschied zwischen der subcutanen und intravenésen Atropin-Letaldosis, 
der durch den Befund Fleischmanns eine Erklirung finden kénnte: Bei lang- 
samer Resorption wire die Wirkungszeit des Entgiftungsmechanismus des Blutes 
geniigend groB, bei der raschen intravenésen Injektion dagegen kiime der Mecha- 
nismus in Fortfall. 

Schon vor Fleischmann hatte Metzner’? Atropin-Kaninchenserun- 
Gemische langere Zeit aufbewahrt, ihre Reaktion auf die Katzen- und Menschen- 
pupille beobachtet und dabei niemals eine Wirkungsverminderung festgestellt. 
Nach der Veréffentlichung Fleischmanns nahm Metzner die Versuche syste- 
matisch mit Tieren fremder Provenienz wieder auf und konnte nun die Befunde 
Fleischmanns bestitigen. Aus der Aufhebung der atropinzerstérenden Wirkung 
der Seren durch Erwarmen auf iiber 55° sowie aus dem Versuchsergebnis, dab 
zehnfache Verdiinnung der Seren nur Abschwichung, nicht aber Dezimierung der 
atropiniciden Kraft ergab, schlo8 er (1912), da ein enzymatischer Stoff dem Serum 
gewisser Kaninchen atropinzerstérende Kraft verleiht.. Die Ausfallung mit Alko- 
hol hob die Atropinzersetzungskraft auf, wihrend ein Atherauszug sie unberiihrt 
lieB. Hesse® bestatigte dieses Ergebnis, und ihm gelang die Reaktivierung des 
hitzezerstérten Serums durch wenige Tropfen aktiven Serums. Er leitete daraus 
ab, daB der fragliche Stoff kein Lipoid sei und aus einer thermolabilen, individuell 
spezifischen und einer thermostabilen, unspezifischen Komponente bestehe. 

Von weiteren Untersuchern wurde eine fermentative Atropinspaltung ab- 
gelehnt. So nahm Storm v. Leeuwen" eine adsorptive Bindung des Atropins 
an gewisse Stoffe an, die von ihm als ,,Chemorezeptoren‘‘ bezeichnet wurden. 
W. F. v. Oettingen und Marshall*® behaupteten, eine Adsorption an Eiweil, 


7 Calmette, Jubiliumsb. z. Feier d. 50jahr. Best. d. Soc. de Biol. 1899, 202. 

8 Ellinger, Z. Biol. 42, 228 [1901 }. 

® Cloetta, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. Supple- 
mentband 119 {1908 ]. 

10 Fleischmann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
62, 518 (1910. 

11 G, Fickewirth u. A. Heffter, Biochem. Z. 40, 47 | 1912). 

12 R, Metzner, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 68, 
110 |1912}. 
13 Hesse, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 98, 238 
{1923}. 

14 Storm v. Leeuwen, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 17, 1, 121 [1921]. 

16 W. F. v. Oettingen u. I. H. Marshall, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 
50, 15 [1934]. 
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z. B. HihnereiweiB, sei fiir die Inaktivierung des Atropins notwendig, nicht aber 
eine Hydrolyse. Lebedinskaja’ glaubte, nur der freie oder gehinderte Zutritt 
des Alkaloids zu den entsprechenden Elementen des Zentralnervensystems sei fiir 
die Empfindlichkeit des Menschen und vieler Tiere und die Unempfindlichkeit des 
Kaninchens und des Meerschweinchens verantwortlich. Auch Oelkers und 
Raetz?” kénnen keinen Anhalt fiir das Vorkommen von auf Atropin und Cocain 
eingestellten Fermenten finden. Die Schnelligkeit der Zerstérung beider Alkaloide 
im Mause-Organismus entspricht der Verseifungsgeschwindigkeit in vitro unter 
gleichen Bedingungen. 


Durch Abkehr von den biologischen Untersuchungsmethoden, mit denen dic 
bisher zitierten Versuchsergebnisse gewonnen wurden, wurde von F. und Mary 
L. C. Bernheim? das AusmaB der Hydrolyse des Atropins und verwandter Ester 
direkt gemessen und fermentative Spaltung des Atropins in Tropin und Tropasaure 
sicher nachgewiesen. Die Versuchsanordnung war im wesentlichen die, wie sie von 
Ammon” zur Bestimmung der Aktivitait der Cholinesterase verwendet wird. Sie 
fanden, da die Meerschweinchen-Leber eine Esterase enthalt, welche Atropin und 
auch den verwandten Ester Homatropin hydrolysiert. Die Lebern von Ratten, 
Katzen und Hunden sollen diese Alkaloide nur wenig angreifen, wihrend Gehirn, 
Niere und Blut dieser Tiere inaktiv seien. Kaninchenleber und -serum enthalten 
zumeist ein aktives Ferment, aber bei ungefahr einem von drei Tieren sind diese 
Gewebe inaktiv. Homatropin soll stets schneller hydrolysiert werden als Atropin, 
jedoch werde 1-Hyoscyamin genau so schnell angegriffen wie Atropin, woraus die 
Verfasser schlossen, daf das l-Isomere des Atropins hauptsichlich angegriffen wird. 
Die Hydrolyse von Homatropin und Atropin soll bereits” von kleinsten Mengen 
Physostigmin gehemmt werden, ebenfalls wird durch Natriumfluorid eine Hem- 
mung erzielt. Durch weitere Versuche grenzten sie die Atropinesterase in ihrer 
Wirkung von der Esterase ab, die den Mandelsiureiathylester zu spalten vermag. 

D. Glick®® fand mit der gleichen chemischen Methode u. a. fiir die Atropin- 
esterase ein Wirkungsoptimum bei 38° und py 8,1—8,4. Weiterhin ermittelt er das 
Optimum der Enzymkonzentration und der Substratkonzentration, woraus er die 
Michaelis-Konstante mit 6+ 10-5 erhielt, was fiir eine ungewoéhnlich grofe Affinitat 
zwischen Enzym und Substrat spricht. Diese Affinitat ist die héchste, die bisher 
fiir Esterasen ermittelt wurde, sie ist ungefahr 18-mal so gro8 wie zwischen Cholin- 
esterase und Acetylcholin und 33-mal so groB wie zwischen Leberesterase und 
Methylbutyrat. 

In einer Arbeit iiber das Vorkommen und die Verteilung der Atropinesterase 
und die Spezifitét der Tropinesterasen stellte Glick mit 8. Glaubach* die 
Behauptung auf, daB die friiher tibliche verkitirzte Form der Benennung Tropin- 
esterase ein Sammelbegriff sei, der eine Reihe fiir verschiedene Tropinester spezi- 
fischer Esterasen umfasse. Die Verfasser stellten fest, daB Atropinesterase ungefihr 
nur bei jedem vierten Kaninchen vorkommt, wobei eine Beziehung zwischen dem 
Vorkommen des Fermentes und der Jahreszeit, dem Geschlecht, der Farbe, dem 
Alter oder dem Gewicht nicht festzustellen war. Sawin und Glick* haben bald 
darauf zeigen kénnen, da8 die Fahigkeit zur Atropinspaltung in Form eines Gens 


16 §. I. Lebedinskaja, ref. nach Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 86, 
517 [19351. 

17H. A.Oelkers und Raetz, Klin. Wschr. 12,'1985 [1933 j;° s. auch Keeser, 
Oelkers u. Raetz, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
178, 622 {1933}. 

18 F. u. Mary. L. C. Bernheim, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 64, 209 
(1938". 

19 R. Ammon, Pfligers Arch. ges.{Physiol. Menschen, Tiere 233, 486 [1933'. 

20 D. Glick, J. biol. Chemistry 184, 617 | 1940). 

21D. Glick u. S. Glaubach, J. gen. Physiol. 25, 197 | 1941). 

22 P. B. Sawin u. D. Glick, Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 29, 55 (1943!. 
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(As) vererbt wird, das auf demselben Chromosom sitzt wie das Gen (EF) fiir die 
Ausbreitung des schwarzen Pigments im Fell. 

Der Unterschied zwischen Atropinesterase und Cholinesterase wurde aus 
mehreren Versuchsergebnissen geschlossen. So laBt sich z. B. Atropinesterase in 
den Kaninchenerythrozyten nicht nachweisen, wihrend diese reich an Cholin- 
esterase sind. Enthielt das Blutserum eines Kaninchens keine Atropinesterase, so 
war sie auch in den verschiedenen Organen nicht aufzufinden. War das Serum 
jedoch aktiv, so konnte das Ferment auch in den Extrakten von Leber, Darm- 
schleimhaut, Herz, Niere, Milz, Nebenniere, Trainendriise, Muskel, Gehirn und 
Iris ermittelt werden. 

In Kaninchenseren wiesen die Verfasser Esterasen nach, die in verschiedenem 
Ausma8e Atropin (d, l-Tropasiure-tropinester, III), /-Hyoscyamin (l-Tropasiéure- 
tropinester, III), Homatropin (Mandelsiure-tropinester, IV), Novatropin (Mandel- 
sdiureester des Tropinbrommethylats, V), Cocain (Benzoylecgonin-methylester, X), 
Tropacocain (Benzoesiureester des Pseudotropins, VI), Scopolamin (Tropasaéure- 
ester des Scopolins, XI) und Acetylcholin (I) hydrolysieren. Dabei waren diese 
verschiedenen Esterasen keinesfalls immer simtlich in einem Serum vorhanden: 
Ein gegeniiber Atropin, Homatropin und Novatropin inaktives Serum enthielt sehr 
wohl Fermente zur Spaltung von Cocain, Tropacocain und Acetylcholin. Pferde- 
serum war nur gegeniiber Tropacocain aktiv, so daB die von den Verfassern ge- 
fundene Cocainesterase von einer Tropacocainesterase wiederum zu trennen ist. 

Die friiher von F. und M. Bernheim" angenommene stirkere Aktivitat 
der Atropinesterase gegeniiber Homatropin fiihren Glick und Glaubach auf die 
von den ersten unterlassenen Kontrollversuche der nichtenzymatischen Spaltung 
des Homatropins zuriick. Nach Abzug dieser nicht fermentativen Spaltung des 
Homatropins soll sogar eine etwas geringere Aktivitét der Atropinesterase gegen- 
iiber Homatropin als gegeniiber Atropin iibrigbleiben. 

Die angefiihrten Substanzen und die Verbindungen, die wir benutzten, seien 
abschlieBend in ihrer Struktur dargestellt, damit die an sich bekannten chemischen 
Zusammenhinge zwischen den einzelnen Substanzen deutlich hervortreten, weil 
auf sie spater noch einmal zuriickgekcmmen werden soll: 

CH,--CH— CH-R, 
CH,- N(CH,),0H | 


T Acetylcholin: N-R, CH-R, 
CH,-0-CO- CH, 
CH,—CH— CH, 
R, R, R; 
II Tropin bzw. Pseudo- 
tropin: H CH, OH 
III Atropin bzw, Hyo- 
scyamin: H CH, 0-CO-CH- C,H; 
CH,OH 
1V Homatropin: H CH, O-CO- CH(OH) - C,H; 
V Novatropin: H (CH,).* Br O+-CO+-CH(OH) - C,H; 
VI Tropacocain: H CH, O-CO- C,H; 
VI Ecgonin: COOH CH, OH 
VII Benzoylecgonin: COOH CH, O-CO- C,H, 
VIII Ecgoninmethylester: CO-O-CH, CH, * OH 
TX Cocain: CO-0-CH, CH, 0-CO-C,H; 


i CH-—CH, 
Ps | N-CH, CHO-CO-CH-C,H, 
\| CH,OH 
CH—CH——CH, 
XI Scopolamin 
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Das Ziel unserer Versuche war, die klinischen und experimentellen 
Beobachtungen an Tropin- bzw. Ecgonin-Abkémmlingen durch das Vor- 
kommen, das Verhalten und die Spezifitat bestimmter Esterasen zu 
erkliren. Unsere Versuche lassen sich in 3 Abschnitte zusammenfassen : 
1, Vorkommen der Atropinesterase, 2. BeeinfluBbarkeit der Aktivitit des 
Ferments, 3. Versuche mit anderen Substraten als Atropin. 


1. Vorkommen der Atropinesterase 


Bereits Fleischmann fand, daB nicht jedes Kaninchenblutserum 
Atropin spaltet, und auch alle spiteren Untersuchungen geben, allerdings 
voneinander abweichende, verschiedene Verhaltniszahlen der spaltenden 
und nichtspaltenden Tiere an. Inaktiv sind nach Hesse™ 11% der 
Seren, nach F. u. M. Bernheim?® 33%, nach Dirner® 50% und 
nach Glick und Glaubach*®! 72%. Metzner!? fand unter den Ka- 
ninchen der Aufzucht seines Instituts kein Serum, das Atropin in vitro 
zerstorte, erst bei Versuchen mit Tieren fremder Provenienz fand er sehr 
hiufig Tiere mit einer fermentativen Wirkung auf Atropin. Durch eigene 
Versuche im Serum einer Kaninchensippe von 30 Tieren und bei wei- 
teren Kaninchen verschiedenster Herkunft wollten wir das Vorkommen 
der Atropinesterase ermitteln, um Riickschliisse auf eventuelle Ver- 
erbbarkeit der atropin-hydrolysierenden Eigenschaften ziehen zu kénnen. 

Weiterhin sollte Weinbergschneckenblut, das besonders reich an 
Cholinesterase ist®4, auf das Vorkommen von Tropinesterase unter- 
sucht werden, womit diese beiden Fermente eventuell genauer von- 
einander abgegrenzt werden kénnten. 

Die Vorstellung von dem Begriff der Abwehrfermente Abder- 
haldens*® war fiir uns fernerhin AnlaB, die Frage zu klaren, ob das 
Kaninchen, dessen Serum Atropin zu hydrolysieren vermag, auch das 
Ferment im Harn enthalt bzw. ob sich eine Fermentausscheidung durch 
Atropinapplikation bei Tieren, deren Serum vorher ohne —_— auf 
Atropin ist, provozieren laBt. 

Wiahrend das Serum des normalen Menschen von allen Unter- 
suchern als atropinesterase-frei gefunden worden ist, wurde von Bre- 
mer®6 die Atropin-Unterempfindlichkeit von Postencephalitikern auf 
eine von ihm biologisch nachgewiesene Zerstérungsfihigkeit des Serums 
zurtickgefiihrt. Hepp*’ konnte diesen Befund mit einer anderen bio- 
logischen Methode jedoch nicht bestatigten. Es lag nun nahe, mit der 
gasanalytischen Methode die Seren normaler Menschen und solche von 


23 Z. Dirner, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 186, 
421 [1937]. 

24 R. Ammon u. G. Voss, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 
235, 393 [1935]. 

* E. Abderhalden, Abwehrfermente, Steinkopff, Dresden 1941. 

26 Bremer, Arch. klin. Med. 149, 340 | 1925}. 

*? L, Hepp, Diss. Tiibingen 1934. 
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Postencephalitikern, die aber lange Zeit groBe Dosen von Atropin und 
Belladonna-Wurzelextrakten erhalten hatten, zu untersuchen, um ein 
eventuelles Auftreten von Atropinesterase im Serum festzustellen. 


Genau wie bei der therapeutischen Atropinapplikation beim Post- 
encephalitiker ergibt sich die Frage, wie ein Kaninchen auf experimen- 
telle Zufuhr des Alkaloids reagiert. Bisher war nur mit biologischen 
Methoden nachgewiesen worden" 78, dafi die atropinzerstérende Kraft 
des Kaninchenserums durch Atropingaben zu steigern ist, daB jedoch 
Kaninchen, die primiir keine Esterase im Blute haben, diese Eigen- 
schaft nicht durch wiederholte Atropininjektion erwerben. Diese Be- 
funde sollten nun durch die manometrische Methode kontrolliert werden. 


a) Nachweis der fermentativen Atropinspaltung. Fs wurde dic 
Methodik angewandt, wie sie von Ammon!® zur Bestimmung der fermentativen 
Spaltung des Acetylcholins benutzt wird. Scrumverdiinnungen, aus durch Ohr- 
venenpunktion gewonnenem Blut und Atropinsulfat(Merck)-Lésungen wurden 
mit Ringerlésung (Ri30)) hergestellt. Als optimal wurden, wie auch von Glick, 
2,5 ccm Serum und 0,9-proz. Atropinsulfatlésung verwandt. 1,5 ccm Substrat- 
lésung wurden in den Hauptteil des Nikolai-Troges pipettiert, 0,5 ccm der zu unter- 
suchenden Serumverdiinnung in den Seitenarm, so da das Gesamtvolumen des 
Versuchsansatzes 2 ccm betrug. Der Gasraum des Troges und des Manometers 
wurden stets mit einer Mischung von 95% Stickstoff und 5%, Kohlensiure gefiillt, 
um eine Sattigung der Lésung mit CO, zu sichern. Der px des Kessels betrug am 
Ende etwa 7,8. Die Manometer wurden nach Temperaturangleichung an das 
Wasserbad der Warburg-Apparatur bei 37,4° geschlossen und durch Schwenken 
der Trége Substrat und Serumlésung miteinander gemischt. Die durch die Hydro- 
lyse des Esters gebildete Saure setzte eine iquimolare Menge CO, des Puffers frei, 
die manometrisch wihrend 2 Stdn. halbstiindlich bei konstantem Volumen und 
konstanter Temperatur gemessen wurde. Durch Kontrollversuche ohne Substrat 
und Feststellung der Substrateigenhydrolyse wurden die gewonnenen Werte in 
jedem Fall korrigiert. Aus diesen bereinigten Zahlen ergab sich Nichtvorhandensein 
oder Vorhandensein und Ausma8 der fermentativen Spaltung. 

Filtriertes Weinbergschneckenb|ut (Helix pomatica) wurde 0,25-,0,5- und 
1,25-proz. im Versuchsansatz mit Atropin 0,9%, Homatropin 0,85 %, l-Hyoscyamin 
0,9% und Cocain 0,223 % zusammengebracht. Kontrollversuche gegeniiber Acetyl- 
cholin 0,375 % sollten die Wirksamkeit zur Spaltung dieses Esters erweisen. 

Aus der Tagesharnmenge eines Kaninchens, dessen Serum eine durch- 
schnittliche Atropinzerstérungskraft besa®, und eines Tieres, dessen Serum keine 
Atropinesterase enthielt, wurden Acetonausziige hergestellt, so wie sie zur Ge- 
winnung von Abwehrfermenten nach Abderhalden tiblich sind und wie sie Ammon 
und Mitarb. zum Nachweis gewisser Abwehrcarbohydrasen im Harn verwand- 
ten. Davon wurden 0,5 ccm zwnachst im Seitenarm untergebracht und dann, 
wie oben beschrieben, mit den 1,5 ccm Substratlésung vermischt. Ein weiteres 
Kaninchen, dessen Serum gegeniiber Atropin inaktiv war, erhielt 1 Monat lang 
taiglich 15 mg Atropin subcutan. Anschliefiend wurde sein Harn in gleicher Weise 
untersucht. 

Serum normaler Menschen beiderlei Geschlechts und verschiedener Alters- 
stufen wurde auf Atropinspaltungsfahigkeit in 2,5- und 5-proz. Verdiinnung in 
R,30) im Versuchsansatz mit Atropin 0,9% gepriift. In gleicher Weise wurde das 
Serum von Parkinson-Kranken untersucht, die seit Jahren mit groBen Dosen von 
Atropinsulfat oder mit Belladonnawurzel-Extrakten behandelt worden waren. 


*8 Schinz, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 81, 193 
(1917). 
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Diese Seren wurden uns vom Genesungshaus fiir Encephalitis-Kranke in Kassel 
bereitwilligst zur Verfiigung gestellt *. 

Zwei Kaninchen erhielten taglich eine subcutane Injektion von 15 mg 
Atropinsulfat in 2 ccm Rigo). In Vorversuchen war festgestellt, daB das Serum 
des ersten Tieres gegeniiber Atropin eine mittlere Spaltungsfahigkeit besaB, wahrend 
das zweite Serum des anderen Tieres kein atropinspaltendes Ferment aufwies. Nach 
AbschluB der Atropinisierung wurden beide Seren erneut auf ihre Spaltungsfahigkeit 
geprift. Diese Priifung wurde nach einem weiteren Monat wiederholt, um eine 
eventuelle spitere Anderung der Atropinspaltungsfihigkeit zu erfassen. 


b) Ergebnisse. Ein Teil der 








Kaninchen des Kénigsberger Phy- —_— 

siologisch-Chemischen Instituts bil- mo} * a 

dete eine Inzuchtsippe, die nur auf t 

ein weibliches und drei mannliche 9 

Tiere zuriickging und zusammen ©& 

innerhalb der drei untersuchten = g gl 

Generationen aus 33 Tieren bestand. § 7 

Die Seren dieser 33 Kaninchen 0 20 

‘ : 

wurden untersucht, und es waren 21 

16 von ihnen ohne jeden EinfluB 

auf die Hydrolyse des Atropins, on 

waihrend 17 Seren in verschiedenem 5 13 

Ausma8 Atropin fermentativ spal- Jor y 

teten. Die Geschwindigkeit und ’ 80 

GréBe der Atrophinhydrolyse, aus- wr ee 

gedriickt in cmm der freigesetzten YP 89 

Kohlensiure, ist fiir diese 17 ak- R//) os ‘ ? i 

tiven Seren in Abb. 1 dargestellt. SU YO x 
Es spalteten also die meisten 20+ Yi 4 

Seren um einen Mittelwert, wah- B V3 LF” . a 

rend besonders geringe und beson- 10+ Wg WY, fF 

ders starke Wirkung seltener beob- YF o Figenhydrolyse 

achtet wurde, ein Befund, der auch : g 

bei den anderen spaltenden Ka- 0 1 15 = 2 Stunden 


ninchenseren fremder Herkunft zu ; CO : 

a Abb. 1. Spaltungsfaihigkeit der Seren 
erheben war. Weiterhin WG VOR 14 “Beaches einer Sippe. 
uns 35 Tiere verschiedenster Her- Eigenhydrolyse von 2 ccm einer 
kunft (Tiergarten, fremde Institute 0,9-proz. Atropinlésung 
usw.), die nicht miteinander ver- 
wandt waren, untersucht. Nur 9 Seren zeigten dabei die Anwesenheit 
der Atropinesterase, wihrend 26 Seren dieser Tiere inaktiv waren. 

Es ergibt sich also, daB 50% der Inzuchttiere das Ferment Atropin- 
esterase im Blutserum aufwiesen, wihrend es bei Tieren verschiedenster 
Provenienz bei 34,6% nachzuweisen war. 

Dieser Befund 1iB8t die so unterschiedlichen Angaben fritherer 
Untersucher verstehen, da diese teils nur ihre Institutstiere untersuchten, 


* Wir sind dem Leiter der Anstalt, Hrn. Dr. Viéller, hierfiir zu be- 
sonderem Dank verpflichtet. 
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die wahrscheinlich auch Sippen bildeten, teils Tiere von méglichst ver- 
schiedener Herkunft auswahlten. Die Vererbbarkeit des atropinzerstéren- 
den Faktors wird durch diese Ergebnisse sehr wahrscheinlich, wenn sich 
auch aus dem Stammbaum der Kénigsberger Institutstiere ein be- 
stimmter Erbgang nicht nachweisen lie (s. Sawin und Glick"). Diese 
Sonderstellung der Atropinesterase, die nicht wie andere Fermente bei 
allen Individuen einer bestimmten Tierart anzutreffen ist, verdient be- 
sondere Beachtung. 

Die Ester Atropin, /-Hyoscyamin, Homatropin und Cocain, deren 
Wirksamkeit gegeniiber Acetylcholin festgestellt worden war, wurden 
durch verschiedene Weinbergschneckenblut-Verdiinnungen nicht hydro- 
lysiert. Daraus ergibt sich, daB die Atropinesterase ein von der Cholin- 
esterase verschiedenes Ferment ist; auch die Kaninchen- Versuche 
weisen darauf hin, denn die Cholinesterase ist stets im Kaninchenserum 
nachweisbar*4. 

Sowohl die Harnacetonausziige des gegeniiber Atropin serumaktiven 
Kaninchens Nr. 95, als auch des serumaktiven Tieres Nr. 97 sowie des 
durch Injektionen atropinisierten Tieres Nr. 81 zeigten keinen Einflu8 
auf die Atropinhydrolyse. Daraus folgt: 1. Die Atropinesterase wird 
nicht im Harn ausgeschieden, wenn sie im Serum vorhanden ist. 2. Das 
Ferment erscheint aber auch nicht im Harn, wenn durch fortlaufende 
Atropinisierung eines Tieres, dessen Blutserum das Alkaloid nicht zu 
hydrolysieren vermochte, theoretisch die Méglichkeit zum Auftreten der 
Atropinesterase im Sinne eines Abwehrferments gegeben ware. 

Normales Menschenserum enthilt, wie in Ubereinstimmung mit 
friiheren Untersuchern bei 15 untersuchten Personen festgestellt, keine 
Atropinesterase, aber auch im Serum von Parkinson-Kranken, — eben- 
falls 15 untersuchte Seren — lieB sich das Ferment nicht nachweisen. 
Die in 2 Stdn. unter den geschilderten Bedingungen entwickelten CO,- 
Mengen schwankten bei den normalen und pathologischen Seren zwischen 
2,9 und 3,15 emm, was der Eigenhydrolyse des Atropins in 2 Stdn. ent- 
entspricht. Es ist also in keinem Fall Atropinesterasewirkung fest- 
zustellen. Daher werden die Ergebnisse von Bremer*®* anzuzweifeln 
sein, wonach das Serum von Postencephalitikern im Gegensatz zu nor- 
malem Menschenserum Atropinspaltungsvermégen besitzen soll. Die 
Atropinunterempfindlichkeit von Parkinson-Kranken, die nach Hepp” 
nur zum geringen Teil auf schnellerer Nierenausscheidung beruht, bleibt 
weiterhin unklar. 

Das gegeniiber Atropin wirksame Serum Nr. 77 zeigte nach der 
Atropinisierung des Kaninchens eine Steigerung der Spaltungsfahigkeit 
und bei der nach einem weiteren Monat wiederholten Kontrolle war der 
Fermentgehalt noch etwas angestiegen (s. Abb. 2). 

Wahrend sonst alle Kaninchen ihre Spaltungsfahigkeit in genau 
konstanter GréBe beibehielten, so da8 also Umweltseinfliisse, auBer 
Atropinzufuhr, keinen Einflu8 auf den Fermentgehalt der atropin- 
spaltenden Kaninchen haben, ist hier eine deutliche Zunahme in kurzer 
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Zeit erreicht worden. Die meisten sd 0 
untersuchten Kaninchen wurden 1'/, f e 
Jahre hindurch laufend _ beziiglich 
ihres Fermentspiegels im Blute kon- 
trolliert und nie hat sich auBer dem Esg} 
oben angegebenen Versuch trotz wech- 
selnder Jahreszeit, einem von Stern - yo 
berg*® behaupteten Anderungsfaktor, 
wechselnder Kost, Schwangerschaft 3, 
usw. eine Fermentgehaltsainderung er- 
geben. Die Atropinzufuhr hatte aber 
auf das Spaltungsunvermégen des zwei- 
ten Kaninchens Nr. 81 keinen Ein- 
fluB, wie die Priifung des Serums 
nach der Atropininjektion sowie nach ; , 
der Wartezeit von einem Monat ergab. -* so. ? 
Auch diese Befunde sind eine Stiitze Stunden —> 
der Hypothese, dab das Auftreten VON Abb, 2. Atropinspaltungsfihigkeit 
Atropinesterase beim Kaninchen ein yon Kaninchen Nr. 77. a = vor 
nicht bei jedem Individuum der Art der Atropinzufuhr, b = AbschluB- 
vorhandenes Erbmerkmal ist, da durch Versuch nach Atropinisierung, ¢ = 
Atropinisierung die Spaltungsfihigkeit masggre Rs g Piscenclbrea > 
nur bei vorhandener Anlage gesteigert 

werden kann, bei nicht vorhandener Anlage jedoch das Ferment nicht 
zum Vorschein kommen kann. 








2. BeeinfluBbarkeit der Fermentwirkung 


Die Resistenz von Kaninchen gegeniiber Atropin und speziell die 
Tatsache, daf nur einige Tiere eine Spaltungsfihigkeit fiir das Alkaloid 
besitzen, 148t daran denken, daB hier Schutz- und Hemmungsstoffe 
eine Rolle spielen. Schon Lewin‘ zog solche Méglichkeiten in Betracht, 
ohne aber experimentelle Beweise dafiir zu erbringen. Glick und Glau- 
bach* haben das mégliche Vorhandensein eines besonderen Aktivators 
im Serum der Tiere mit Wirkung auf das Atropin bzw. eines Hemmungs- 
kérpers im Serum solcher Tiere chne Einflu8 auf den Tropinester durch 
Mischen solch verschiedener Seren zu entscheiden versucht. Das aktive 
Serum verindert jedoch seine Wirksamkeit nicht, so daB damit die 
Annahme einer besonderen Substanz zur Aktivititsbeeinflussung der 
Tropinesterase abzulehnen ist. Dirner®* will die Atropinresistenz vom 
Kaninchen auf Ratten iibertragen haben, wihrend La Mendola®® eine 
Ubertragbarkeit der Resistenz vom Kaninchen auf den Hund nicht 
finden konnte. Der Mischungsversuch von Glick und Glaubach sollte 


29 A, Sternberg, Z. exp. Med. 57, 346 | 1927]. 
, 30S. La Mendola, ref. nach Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 31, 158 
(1925 }. 
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durch unsere Versuche wiederholt werden, um die Frage des Vorhanden- on 
seins eines Hemmstoffs fiir die Atropinesterase im inaktiven Kaninchen- w 
serum zu klaren. di 

F. u. M. Bernheim* sowie Glick und Glaubach®! teilten die J & 
Hemmbarkeit der Tropinesterasen durch Physostigmin mit: es fehlten ye 
jedoch nihere quantitative Angaben, die erst einen prazisen Vergleich 2, 


und eine Differenzierung gegeniiber der Cholinesterase erméglichen. Im er 
AnschluB hieran sollte untersucht werden, welchen EinfluB die als t 
Hemmstoffe oder Aktivatoren bei anderen Fermentsystemen bekannten de 
Verbindungen und Ionen auf die Tropinesterase ausiiben bzw. ob durch § M 


geeignete Aktivatoren eine im inaktiven Serum eventuell vorhandene — 2 
Fermentvorstufe in wirksames Ferment iibergefiihrt werden kann. So _ 


sollte die Wirkung der Ionen Na’, Ca**, K*, Co’*, Mg**, Mn und der Ver- ge 
bindungen Thyroxin, /-Ascorbinsiure, Glutathion und Leucyl-glycyl- 
glycin auf aktives und inaktives Serum ergriindet werden. 


Ferner wollten wir die Dialysierbarkeit erneut priifen, Aktivitits- . 
unterschiede der fermenthaltigen Fraktion gegeniiber normalem Serum § ,; 
und eventuelle Aktivierung durch einzelne Zugaben der ausdiffundierten § ,,, 
Metallionen untersuchen. Zu dieser Fragestellung liegen bereits einige Bg, 
Voruntersuchungen vor: F. u. M. Bernheim dialysierten Meer- ae 


schweinchenleberextrakt und stellten keine Aktivititsverminderung — 4g, 
zur Atropinspaltung gegeniiber normalem Extrakt fest. Fleischmann!? 
hatte das von ihm entdeckte Ferment ebenfalls nicht dialysierbar ge- 


funden und zeigte, daB es sich bei den Aussalzungsversuchen in der f ™ 
Albuminfraktion befindet. a. 

a) Methodisches. In der iiblichen Konzentration von 2,5% gegeniiber yf 
Atropin 0,9% wurde sowohl ein aktives als auch ein inaktives Serum untersucht, u 
gleichzeitig wurden Versuche mit Serummischungen angestellt, die diese beiden da 
Seren zusammen je als 2,5-proz. Lésungen im Versuchsansatz enthielten. ne 

Verschiedenen Kaninchenseren, deren Wirksamkeit gegeniiber Atropin in tin 


Kontrollversuchen festgelegt wurde, wurde Physostig min zugesetzt, und zwar ent- 
hielten die 2 com Versuchsansatz wie iiblich 2,5% Serum, 0,9% Atropin und Physo- ; 
stigmin in verschiedener Konzentration: 5, 4, 3, 2, 1, 0,1, 0,01 und 0,001 mg. Zur di 
Feststellung des Einflusses verschiedener Ionen und Verbindungen wurden Ver- tin 
suchsansitze hergestellt, die jeweils folgende Konzentrationen der zu priifenden od 
Substanzen enthielten : 1/800-m. an CO(NOs)s, 1/100 an MgSO,, 1/1000-m. an MnSOQ,. 


Diese zweiwertigen Metallionen bewirken z. B. in den hier verwendeten Konzen- tre 
trationen bei der Glycerophosphatase innerhalb von 2 Stdn. eine Aktivierung durch nu 
Mg* um 8807%, durch Mn* um 24974% und durch Co um 918%*. Weiterhin ne 
wurde zum Versuchsansatz von 2 ccm Serumatropingemisch hinzugegeben: 1/, mg ras 


Thyroxin, 12,5 mg Na-Salz der l-Ascorbinsiure (Redoxon) oder 10 mg Glutathion, b 
dem zur Neutralisation noch 2,7 mg NaHCO, zugefiigt waren. SchlieBlich wurde ~ 
pro Trog 3 mg d-Leucyl-glycyl-glycin oder 3 mg seines Racemates zugesetzt. Simt- ell 
liche Zusitze wurden beziiglich ihrer Wirksamkeit gegeniiber einem aktiven und wi 
einem inaktiven Serum gepriift. Der Einflu8 von Na‘, Ca‘, K- wurde durch Her- ne 
stellung von Versuchsansitzen untersucht, die jeweils nur eins der Ionen enthielten, 
wobei die Konzentration der einer R(30)-Lésung entsprach. 

Durch Herzpunktionen wurden ungefihr 70 ccm Blut eines stark atropin- Zu 
spaltenden Kaninchens entnommen. Ein Teil des daraus gewonnenen Serums wurde Al 





31 E. Bamann u. E. Heumiller, Naturwiss. 28, 535 | 1940]. 
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zur Kontrolle der normalen Spaltungsfahigkeit benutzt, der Rest von 23,6 cem 
wurde durch Elektrodialyse 40 Stdn. lang entsalzt. Die gelist gebliebenen Albumine 
wurden von den ausgefallenen Globulinen abfiltriert. Durch aqua bidest. wurde 
die Albuminfraktion so weit verdiinnt, da8 sie im Versuchsansatz dem Albumin- 
gehalt einer 2,5-proz. Serumlésung entsprach. Ebenso wurde von den Globulinen 
eine Aufschwemmung bereitet, deren Ver- 
diinnungsgrad dem Globulingehalt einer 
2,5-proz. Serumlésung im Versuchsansatz 
entsprach. Zunichst wurde die Atropin- 
spaltungskraft der Albuminlésung der Glo- 
bulinaufschwemmung ermittelt, dann wurde 
den Versuchsansitzen Na‘, K: und Ca** im 
Mengenverhiltnis der Ris3o)-Lésung einzeln 
zugesetzt. Zur Kontrolle wurde die Glo- 
bulinaufschwemmung gegeniiber Acetyl-* qt 
cholin 0,375% und Methylbutyrat 1,87% 
gepriift. ‘ , ji 


b) Ergebnisse. Durch Mischung 05 2=C«7 5. 2 
von aktivem Serum wird die Spal- Stunden —> 


#0 Serum Ne 


b 
a 














tungsfahigkeit des aktiven Serums 
nicht beeinfluBt. Abb. 3 zeigt einen 
solchen Mischungsversuch, aus dem 
deutlich hervorgeht, daB die Anwesen- 


Abb, 3. Atropinspaltung durch Se- 

rummischung Nr. 53 + Nr. 90. 

a = Serum Nr. 53, b = Serum 
Nr. 53 + Nr. 90 


heit des inaktiven Serums Nr. 90 die atropinnydrolysierende Wirkung 
des aktiven Serums Nr. 53 unbeeinfluBt la8t: 

Ein Hemmungsfaktor ist also, in Ubereinstimmung mit Glick 
und Glaubach, im inaktiven Serum nicht vorhanden, da er sich auch 


auf die Atropinesterase des aktiven 
Serums ausgewirkt hatte. Auch ist 
durch diesen Versuch auszuschlieBen, 
da8 dem inaktiven Serum der geeig- 
nete Aktivator fehlt, der fiir das ak- 
tive Serum verantwortlich ist. 

So ist demnach die Méglichkeit, 
die Atropinesterase von einem ak- 
tiven Tier auf ein inaktives gleicher 
oder sogar fremder Art zu_iiber- 
tragen, vorhanden. Es fragt sich 
nur, wie lange das Ferment im 
neuen, von vornherein atropineste- 
rasefremden Organismus nachweis- 
bar bleibt. Man hat hier vielleicht 
eine Methode, um zu _ entscheiden, 
wie schnell infundiertes Blut im 
neuen K6rper umgesetzt wird. 

Der Zusatz von Physostigmin 


! ee See ! 
sei iil TRE Ailes 
Prysostigmin 
Abb. 4. Physostigminhemmung der 
Atropinesterase des Serums Nr. 79 
in % der normalen Spaltung 





zur Atropinesterase bewirkt eine Fermenthemmung, deren AusmaB 


Abb. 4 zeigt. 


Wie aus Abb. 4 ersichtlich, ist die Atropinesterase gegeniiber 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 284 
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Physostigminzusatz wesentlich un- 











ie empfindlicher als die Cholineste- 
rase. Eine Hemmung von nur 2% 
S30 wird durch den Zusatz von 1 y 
E Physostigmin zum Versuchsansatz 
Ew von 2cem mit Atropin 0,9% und 
Serum 2,5% bewirkt, bei 4/9) mg 
60 verursacht der Zusatz eine 5-proz. 
Hemmung, 4/;) mg eine 20-proz., 
1 mg eine 34-proz. und bei 4 mg 
™ eine 65-proz. Hemmung. Eine 50- 
proz. Hemmung der Atropineste- 
ad rase’ dieses Kaninchenserums 
wurde demnach erst durch 1,5 mg 
wv Physostigmin erreicht, wahrend 
Cholinesterase bereits durch 0,04 y 
zu 50% gehemmt wird®*, Ein 
stiirker spaltendes Serum wird 
10 durch die angegebenen Physo- 
stigminkonzentrationen weniger 
se - . 5 r 25 gehemmt, wihrend schwiicher spal- 
, Stunden —> tende Seren eine etwas stirkere 

Abb. 5. Atropinspaltung durch elektro. Hemmung zeigten. 
dialysiertes Kaninchenserum Nr.” 76. Von den dem Versuchsansatz 


a = normale Atropinspaltung (natives 
Serum), b = ,,Albuminlésung** + Glo- 
bulinaufschwemmung, c = ,,Albumin- 


zugefiigten Ionen und Verbindun- 
gen konnte ein EinfluB auf das 





Spaltungsvermégen der atropin- 
spaltenden Seren Nr. 3, A 6, 53, 
76 bzw. auf die Spaltungsunfahigkeit der inaktiven Seren Nr. 55, 56, 81 
und 90in keiner Richtung festgestellt werden. Auch bei den Versuch- 
ansitzen mit Fehlen oder Zugabe von Na’, K: und Ca* (wobei aller- 
dings das Vorkommen dieser Ionen im Serum selber vernachlissigt 
werden muBte) ergab sich keinerlei Beeinflussung der Spaltung, ein 
Befund, der wegen der Einschrinkung nur bedingte Bedeutung hat. 

Die Atropinesterase war in der durch Elektrodialyse besonders 
albuminhaltigen Fraktion des Serums (,,Albuminlésung‘‘) enthalten, 
wie auch schon von friiheren Untersuchern gefunden, sie zeigte jedoch 
ein deutlich geringeres Spaltungsvermégen als das nicht dialysierte 
Serum (s. Abb. 5). 

Die Globulinaufschwemmung war gegeniiber Atropin vdllig inaktiv, 
ebenso spaltete sie weder Acetylcholin noch Methylbutyrat. Die Ab- 
nahme der Spaltungsintensitit der Albuminlésung gegeniiber nativem 
Serum konnte durch einzelne oder gleichzeitige Zugabe von NaCl, KCl 
und CaCl, nicht riickgingig gemacht werden. Diese Ionen sind also 


lésung** 


3% R. Ammon, Erg. Enzymforschg. Bd. IV, 102 |1935'. 
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keine Aktivatoren der Atropinesterase, auf deren Fehlen in der Albumin- 
lésung die Wirkungsabnahme beruht. Die Globulinaufschwemmung 
blieb auch bei in gleicher Weise durchgefiihrtem Ionenzusatz inaktiv. 
Wihrend die Cholinesterase dialysiert ihre Aktivitiét nahezu ganz ver- 
liert, aber durch Zugabe entsprechender Ionen reaktiviert werden kann, 
gelang eine derartige Reaktivierung bei der Atropinesterase nicht (vgl. 
dagegen Glick*), 


3. Spaltung von chemisch verwandten Estern 


Der von F. u. M. Bernheim* behaupteten Verschiedenheit der 
Aktivitét des Kaninchenserums gegeniiber Atropin und Homatropin 
wurde von Glick®® widersprochen. /-Hyoscyamin und Atropin sollen 
nach F. u. M. Bernheim in gleicher Menge hydrolysiert werden, wih- 
rend W. F. von Oettingen und Marshall deren Spaltung in ver- 
schiedenem Mae festgestellt hatten, was auch D. Glick in geringem 
AusmaB aus einem Versuchsergebnis ableitet. Diese widersprechenden 
Ergebnisse sollten durch Vergleich der spaltenden Wirkung verschie- 
dener Seren auf Atropin, Homatropin und /-Hyoscyamin nachgepriift 
werden. 

Schon bei seiner ersten Arbeit hatte Fleischmann!?® darauf hin- 
gewiesen, daB der von ihm gefundene Entgiftungsmodus des Atropins 
wahrscheinlich auch fiir andere chemisch ahnliche Gifte — wie Cocain — 
in Frage komme. Wiechowski* hatte bereits aus der Differenz 
zwischen zugefiihrten und im Harn ausgeschiedenem Atropin und Cocain 
auf die Zerstérung der beiden Alkaloide im Organismus geschlossen, 
Glasnap® wollte Ecgonin im Harn als Cocainabbauprodukt nach- 
gewiesen haben. Glick und Glaubach*! fanden, daB Cocain durch 
ein ebenfalls im Kaninchenserum vorhandenes Ferment hydrolysiert 
wird. Dieses Ferment stellten sie sogar in einem Serum fest, das gegen- 
iiber Atropin inaktiv war, woraus sie eine spezifische Cocainesterase 
von der Atropinesterase abtrennten. Aus ihrer Arbeit geht jedoch nicht 
hervor, ob dieses Ferment bei allen Kaninchen vorhanden ist wie die 
Cholinesterase. Durch den Befund, daB Pferdeserum Acetylcholin, nicht 
aber Cocain hydrolysiert, leiteten die Untersucher ab, da die von ihnen 
gefundene Cocainesterase auch nicht mit der Cholinesterase identisch sei. 

Aus diesen Untersuchungen ergeben sich fiir uns eine Reihe von 
Fragen. Es blieb unklar, ob und in welchem AusmaB die Cocainesterase 
auch Benzoylecgonin oder Ecgoninmethylester hydrolysiert. Hieraus 
tmd aus dem Vergleich der Eigenhydrolyse des Doppelesters Cocain 
sowie der beiden Ecgoninester kénnte auf den Angriffspunkt bei der 
Cocainhydrolyse geschlossen werden. Da beide Ecgoninester vdllig 


33 D. Glick, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 50, 104 [1942]. 
34 Wiechowski, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exper. Pathol. Pharmakol. 
46, 155 [1901'. 
35 H.W. Glasnap, Diss, Petersburg 1894: cit. nach Chem. Zbl. 1894 IT, 220. 
10* 
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cocainunwirksam sind, kiimen sie beide als entgiftete Abbauzwischen- 
produkte oder Endprodukte in Frage. Ist im Saureanteil eines Esters 
eine Stickstoffgruppe vorhanden, so wird nach Glick ganz allgemein 
seine enzymatische Spaltung geférdert, so da mit Wahrscheinlichkeit 
nur die Benzoylecgoninveresterung mit Methanol (Stickstoff im Saure- 
anteil des Esters) im Cocain hydrolysiert wird. Es sollte also die Ein- 
wirkung von Menschenserum und Kaninchenserum auf Cocain, Ecgonin- 
methylester und Benzoylecgonin gepriift werden, um den Abbauweg im 
Organismus zu ermitteln und Stellung zur Abgrenzung einer Cocain- 
esterase von der Tropin- und Cholinesterase genommen werden. 

a) Methodische Angaben. Seren wurden zum Vergleich in ihrer Spaltungs- 
fihigkeit gegeniiber gleich-molaren Lésungen von Atropin, Homatropin und I-Hyo- 
scyamin gepriift. Dabei befanden sich das Atropin und das l-Hyoscyamin als 
0,9-proz. Lésungen im Ansatz von 2 ccm, das Homatropin als 0,85-proz. Lésung. 

Gegeniiber dem Doppelester Cocain wurden 22 verschiedene Kaninchenseren 
geprift, von denen 13 gegeniiber Atropin in verschiedenem Ausma8 spaltendes 
Ferment enthielten, wihrend 9 keine Atropinesterase aufwiesen. Das Cocain 
befand sich im Ansatz in 0,225-proz. Lésung, die Seren waren 2,5-prozentig. Die 
Kontrollversuche wurden wie immer mit Atropin 0,9-proz. durchgefiihrt, die be- 
sonders beim Cocain grofBe nichtfermentative Spaltung nach entsprechenden Ver- 
suchen ohne Serumbeigabe abgezogen. Normales Menschenserum und Serum von 
Parkinson-Kranken wurde in gleicher Weise als 2,5-proz. Lésung gegeniiber Cocain 
geprift. Als weitere Substrate wurden /-Ecgonin-methylester-hydrochlorid 0,225- 
proz.und Benzoyl-l-ecgonin 0,225-proz.* auf ihre Spaltbarkeit durch Kaninchen- 
seren untersucht. Der pu der Trége betrug vor und nach der Versuchszeit 7,8. 
b) Ergebnisse. Nach Kontrolle 
6 der Eigenhydrolysen der drei Ester 
¢  Atropin, /-Hyoscyamin und Ho- 

matropin wurden die Seren einzeln 
gegeniiber den drei Estern untersucht. 
ad So ergab z. B. Serum Nr.1 eine an- 
e  nahernd gleiche Spaltung von Atropin 
ae a und /-Hyoscyamin, wihrend Homa- 
Site tropin in geringerem AusmaB gespal- 
gid: fate Atiele tes ten wurde. Das Ergebnis dieses Ver- 
. 6. Spaltung von Atropin (a), : . Die i h 
1-Hyosoyamin (b) und Homatropin suches zeigt Abb. 6: Die Kigenhydro 
(c) durch Kaninchenserum; Eigen. lyse von Homatropin ist groBer als die 
hydrolysen der Substrate (d: Homa- von Atropin. Die Spaltung durch das 
tropin, e: Atropin und Hyoscyamin) Serum hingegen ist beim Atropin 
gréBer. als beim Homatropin. LieBe 
man die Eigenhydrolyse unberiicksichtigt, wie es F.u. M. Bernheim fir 
méglich hielten, so wiirde scheinbar Homatropin schneller angegriffen, 

Die bekannte fliichtigere Wirkung des Homatropins am Auge im 
Vergleich zu Atropin 1aBt sich nicht durch eine schnellere fermentative 
Hydrolyse in vitro begriinden. Die anderen Seren wurden in gleicher 
Weise gepriift (s. Tab. 1), 











* Der Wissenschaftl. Abt. d. Chem. Fabrik E. Merck, Darmstadt, sind wir 
fiir die Uberlassung der beiden Ester zu Dank verpflichtet. 
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Tab. 1. Spaltung von Atropin, /-Hyoscyamin und Homatropin durch verschiedene 
Seren. Das Ma8 der Spaltung wird durch die Zahl der nach 2 Stdn. entwickelten 
cmm CO, angegeben. 














Serum Atropin l-Hyoscyamin Homatropin 
Nr. emm CO, emmCO, | cmmCO, emm CO, | cmm CO, 
] 28,0 > «128.4 + 0,4 24,5 — 3,5 
3 35,7 35,9 + 0,2 31,8 — 3,9 
6 44,0 44,4 + 0,4 40,1 — 3,9 
53 29,6 29,9 + 0,3 26,0 — 3,6 
78 33,5 33,8 + 0,3 29,5 — 4,0 
80 39,5 39,7 + 0,2 36,0 — 3,5 
89 26,5 26,7 + 0,2 22,6 — 3,9 
94 38,0 38,2 + 0,2 34,6 — 3,4 











Bei allen aufgefiihrten Werten ist die nichtfermentative Spaltung 
der Substrate abgezogen. Die Differenz zwischen Atropin- und Hom- 
atropinspaltung betrigt stets 3,8 mm CO,; einer starken Atropinspaltung 
des Kaninchens entspricht also auch eine starke Homatropinspaltung. 

Von 22 untersuchten Kaninchenseren lieBen 14 keine fermentative 
Hydrolyse von Cocain erkennen. 8 von diesen 14 Seren besaBen auch 
keine Atropinesterasewirkung, 6 Seren jedoch spalteten Atropin, nicht 
aber Cocain. Die 8 Kaninchenseren mit Cocainesterasewirkung spalteten 
nun Cocain in wechselndem AusmaB, wie es auch bei der Atropinspaltung 
festgestellt worden war. 7 dieser Seren waren atropinesterasehaltig, 
wihrend ein Serum nur Cocain, nicht jedoch Atropin spaltete. In der 
Abb. 7 wurde die Cocainhydrolyse der verschiedenen aktiven Sera, an- 
gegeben in cmm entwickelter CO, 


innerhalb der Versuchszeit von 2 — 
Stdn., dargestellt, wobei die ziem- 60 a 6 
lich groBe Eigenhydrolyse des Co- { BR? 
cains als nichtfermentative Spal- 50- i, 
tung von {der fermentativen Spal- & 16 
tung zur besseren Ubersicht nicht § yw} 
abgezogen wurde. 

Selbst beim fermentaktivsten 30h 


* * * Cocain 
Serum erreicht die Cocainesterase- Figenhydroyse 


wirkung nicht das Ausma8 der 
Kigenhydrolyse dieses Alkaloids. 
Zur Klarung, an welcher Stelle nb 
die enzymatisch katalysierte und 
die nicht fermentative Hydrolyse Ll \ \ 
im Cocain-Molekiil einsetzt, wurden Git ts. 2 
die Teilester des Cocains, /-Ecgo- menial 
ninmethylester und Benzoyl- Abb.7. Cocainspaltung durch ver- 


. ‘ : schiedene Kaninchenseren ohne Be- 
ecgonin auf ihre Spaltbarkeit ge- sadaliiionns der Macueteclne. 


= 








prift. Es zeigte sich, daB beim Eigenhydrolyse der 0,225-proz.Cocain- 
Benzoylecgonin eine nicht fermen- lésung 
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tative Hydrolyse nicht nachzuweisen war, wihrend der Ecgonin- 
methylester etwas schwichere Eigenhydrolyse als Cocain aufwies. Alle 
Kaninchenseren waren gegeniiber Benzoylecgonin inaktiv, die Seren 
aber, welche Cocain spalten, hydrolysierten ebenfalls /-Ecgoninmethy]- 
ester. Tab. 2 zeigt die Ergebnisse der Spaltungsversuche der 22 Kanin- 
chensera gegeniiber Atropin, Cocain und dessen beiden Teilestern: 


Tab. 2. Ubersicht tiber die Atropin-, Cocain- und Ecgoninmonoester-Spaltbarkeit 
durch verschiedene Kaninchenseren. 

















Serum Nr. Atropin | Cocain | “apa pas 
A2, 11, 12, 14, 15, 22, aa | en | a rif 
23, 69 . 4. par ae 
2, 6, 7, 16, 19, 53, 16 ‘: | A ee we 
10, 13, 17, 18, 20, 21 me | + | + — 


Das Ausma8 der nichtfermentativen Hydrolyse von Cocain und 
/-Ecgoninmethylester sowie die Spaltung dieser beiden Ester durch das 
Kaninchenserum Nr. 16, ohne Abzug 








tT ; der Eigenhydrolyse des Cocains bzw. 

a des Ecgoninesters, ist aus Abb. 8 er- 
Swr sichtlich. 

: b Aus der steten Koppelung der 

6 Or Wz @ Spaltung von Cocain und /-Ecgonin- 

methylester ist damit sichergestellt, 

20}- daB beide Ester durch ein Ferment 

gespalten werden; es 14Bt sich ableiten, 

0} daB die zur Spaltung von Cocain be- 

fihigte Esterase von Glick und 

i— ! ! Glaubach*™ nur eine Hydrolysestufe 

, pa a in dem Doppelester Cocain katalysiert. 


Dasselbe gilt auch fiir die (nicht fer- 
Abb. 8. Spaltung von Cocain-(d) mentative) Eigenhydrolyse des Co- 
und /-Ecgoninmethylester(c)durch — Gains: Zum weit iiberwiegenden Teil 
Kaninchenserum Nr.16. Eigen- ‘ . ie di 

hydrolyse der Substrate (b: Co- liegt auch hier die Methanolspaltung 
cain-, a: Ecgoninmethylester) vor. Das Benzoylecgonin erwies sich 
unter unsern Bedingungen weder einer 

fermentativen noch einer Eigenverseifung zuginglich. 
Normales menschliches Serum und auch die Sera von Parkinson- 
Kranken, die mit Belladonna-Priparaten behandelt wurden, spalteten 
das Cocain nicht. 
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Besprechung der Ergebnisse 


Die nach verschiedenen Richtungen unternommenen Versuche, das 
eingangs geschilderte auffillige Verhalten des Atropins am Menschen 
und am Tier durch Eigenschaften des atropinspaltenden Ferments auf- 
zuklaren, miissen als gescheitert angesehen werden. 

Es zeigte sich, daB die bei allen Kaninchen bekannte Atropinfestig- 
keit nicht auf das Vorkommen der Tropinesterase im Organismus dieser 
Tiere zuriickzufiihren ist, deni nur etwa 35—50% aller Kaninchen — 
ein in der Fermentchemie bemerkenswerter Befund — besitzen im Serum 
das atropinhydrolysierende Ferment. 

Normales Menschenserum ist ohne Einflu8 auf das Atropin, aber 
auch das Serum von Parkinson-Kranken, die lange Zeit mit Atropin 
behandelt wurden, hat keine atropinspaltende Wirkung. Es 14Bt sich 
also die beim Morbus Parkinson zu beobachtende Unempfindlichkeit 
gegeniiber dem Belladonna-Alkaloid nicht durch eine in Verbindung mit 
der Parkinsonschen Krankheit erworbene Spaltungsfaihigkeit des Orga- 
nismus fiir das Atropin erklaren. Auch schlugen Versuche fehl, an 
Kaninchen, die keine Atropinesterase besitzen, durch langere Atropin- 
zufuhr das Enzym im Sinne eines Abwehrferments zu erzeugen. Es lieB 
sich lediglich zeigen, daB die Spaltungsfaihigkeit des Kaninchenserums 
fiir Atropin — also das bereits vorhandene Enzym — durch Atropin- 
gaben gesteigert werden kann. 


Die Feststellung, daB nur 35—50% der Kaninchen die Atropine 
esterase in ihrem Organismus besitzen — wenn sie im Blutserum nach- 
weisbar ist, dann ist sie auch in fast allen anderen Organen zu finden — 
ist mit groBer Wahrscheinlichkeit auf eine vererbbare Anlage zurii¢k- 
zufiihren. Dafiir spricht auch der negative Ausfall der Versuche, das 
Ferment im Sinne eines Abwehrferments aus dem Organismus bei . 
fehlender Anlage hervorzulocken bzw. im Organismus entstehen zu 
lassen. 

Dies gilt wohl ganz allgemein fiir das Problem der Abwehrfermente, wie es 
Ammon und Mitarb. zeigten: Fir das kérperfremde Periston (Kollidon), das 
unangreifbar fiir Fermente ist, li8t sich kein Abwehrferment heranbilden**, Da- 
gegen: Die Saccharase, die nur im Harn jugendlicher Kaninchen vorhanden und 
in der Duodenalschleimhaut bei allen Kaninchen nachweisbar ist, la8t sich mit 
Sicherheit nach parenteraler Saccharosezufuhr auch im Harn ilterer, vorher stets 
saccharasefreier Kaninchen streng im Sinne der Abwehrferment-Reaktion ge- 
winnen®’, SchlieBlich: Wie hier gezeigt wurde, gelingt nur eine Steigerung der 
Atropinesterasewirkung im Blute eines solchen Tieres durch Atropinzufuhr, wenn 
das Tier auch vorher das Atropinspaltungsvermigen zeigte. 

Die Unfihigkeit des Serums mancher Kaninchen, das Atropin zu 
hydrolysieren, kénnte theoretisch darauf beruhen, da8 entweder das 
Blut solcher Tiere einen Hemmstoff enthalt, der die evtl. vorhandene 
Esterase total blockiert, oder daB dem Blut jener Organismen ein Akti- 


36 R. Ammon u. G, Braunschmidt, Biochem. Z. 819, 370 [1949]. 
37 R. Ammon u. Klingenberg, unverdff. Versuche, 
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vator fehlt, der im Serum solcher Kaninchen, die ein Spaltungsvermégen 
fiir Atropin besitzen, vorhanden sein kénnte. Durch Mischungsversuche 
von inaktivem mit aktivem Serum konnte gezeigt werden, daB keine 
Beeinflussung des Spaltungsumsatzes erreicht wird, offenbar als Zeichen 
dafiir, daB weder ein Hemmungsstoff noch ein Aktivator in den gegen- 
seitigen Seren fiir die Atropinesterase vorhanden ist. 

So bietet auch der Ausfall dieser Versuche keine Handhabe zur 
Aufklarung des geschilderten Verhaltens von Atropin. Die Tropin- 
esterase ist wenig empfindlich gegeniiber von anderen Fermenten her 
bekannten Hemmungskérpern und Aktivatoren. 

Die Hemmbarkeit der Atropinesterase durch Physostigmin wurde 
benutzt, um das Enzym von der Cholinesterase abzugrenzen. Da wir 
deutliche Hemmungswirkungen mit mg-Dosen von Eserin fiir die 
Atropinesterase fanden, und noch 0,04 Physostigmin die Cholin- 
esterase bereits zu 50% hemmen**, so sind beide Fermente nicht 
identisch. Dafiir spricht auch die Tatsache, daB im Blutserum von 
Kaninchen die Cholinesterase stets gefunden wurde*4. Auch das Fehlen 
der Atropinesterase im Blut der Weinbergschnecke, das sich durch einen 
besonders hohen Cholinesterasegehalt auszeichnet, ist nur durch das 
Vorkommen, zweier verschiedener Fermente zu deuten. 

Nicht so klar zu entscheiden ist die Frage der Abgrenzbarkeit der 
Atropinesterase bzw. Homatropinesterase von den Esterasen im engeren 
Sinne, die einfache aliphatische Ester der Tropa- bzw. Mandelsiure, 
wie Methyl- und Athylmandelsiureester und auch Tropasiuremethy]l- 
ester, hydrolysieren kénnen. Trotz der starken Bearbeitung der enzy- 
matischen Spaltung gerade von Mandelsiureestern liegen direkte Be- 
funde iiber vergleichende Spaltungsansitze von Kaninchenseren gegen- 
iiber Mandelsaiuremethyl-, -athyl- und Tropasiuremethylester zu Atropin 
und Homatropin kaum vor. Lediglich F. u. M. Bernheim?® geben 
an, daB jedes Atropinesterase-Priaparat auch einfache Ester der Mandel- 
sdure spaltet. Aber umgekehrt, verseift nicht jede ,, Mandelsiureesterase“ 
das Atropin. Es ist weiterhin bekannt, daB Tropasiuremethylester durch 
Schweinepankreas- und Leberesterase gespalten wird*®® und daB speziell 
Kaninchenleberesterase Mandelsaureithylester hydrolysiert*®. Dabei ist 
nicht beobachtet worden, daB ein Organpriiparat nicht wirksam war, 
so daB auch hieraus sich ableiten laBt, da die Verseifung der Ester beider 
Sauren mit Tropin- bzw. Tropin-Derivaten eine andere Spezifitat be- 
dingt. Auch aus den Versuchen von Rona und Ammon" ist zu 
schlieBen, daB die Tropinesterase als Sonderferment anzusehen ist, denn 
sie hatten Homatropin, Atropin, Hyoscyamin, /-Cocain, d-y-Cocain 
und Ecgonin als Zusatzkérper fiir eine Reihe von Esterasen bei ihrer 
Einwirkung auf verschiedene Ester (Tributyrin und Mandelsiuremethyl- 


38 R. Ammon, Erg. Enzymforschg. Bd. IX, 35 [1943]. 
k”' § °* Willstaetter u. Memmen, diese Z. 188, 216 [1924]. 
,  *° Bamann, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 1538 11929). 
41 Rona u. Ammon, Biochem. Z. 181, 49 {1927]. 
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ester) verwandt und nur mehr oder weniger deutliche Hemmungseffekte, 








16gen 

suche und zwar erst in mg-Dosen, beobachtet. Nach Glick hatten stirkere 
keine § oder gar starke Hemmungswirkungen beobachtet werden miissen, wenn 
ichen § jene Esterasepraparate auch die Atropinesterase enthielten, da die 





Atropinesterase sich durch eine besonders hohe Affinitaét zum zugehérigen 
Substrat auszeichnet. Durch die Zeitumstinde bedingt, konnten wir 
spezielle Versuche zur Abgrenzung der Atropinesterase von den Esterasen 
im engeren Sinne nicht anstellen. Wir méchten jedoch glauben, daB die 
Atropinesterase ein Sonderferment ist — schon wegen ihres auffalligen 
Vorkommens, namlich nur in etwa 50% der Kaninchen, eine Eigenschaft 
die iibrigens auch die Cocainesterase zeigt. 

Damit kommen wir zur Abgrenzung der Fermente untereinander, die 
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die Atropin, Homatropin, Scopolamin, Novatropin, Cocain und die Ecgonin- 
olin- methylester spalten kénnen. Leider sind hier endgiiltige Folgerungen 
icht noch nicht zu ziehen, weil noch geniigend groBe Vergleichsversuche 
von fehlen. Aus einer Tabelle von Glick und Glaubach* soll — in 
hlen anderer Anordnung — eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der beiden 
inen amerikanischen Forscher gegeben werden: 





das 





Tab. 3. Vergleich der Spaltbarkeit der Ester durch Pferdeserum und die Sera 
zweier Kaninchen (nach Glick und Glaubach). 
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Wir sehen, da Pferde- und Kaninchenserum das Acetylcholin 
























lel- spalten und die beiden Kaninchenseren sich verschieden verhalten. 
se" Interessanterweise hydrolysieren aber das Pferdeserum und _ beide 
rch Kaninchenseren von den anderen Estern nur den Benzoesiureester des 
iell Pseudotropins das Tropacocain, das seiner Konstitution nach in die 
ist Atropingruppe gehért. Nach Glick und Glaubach ist danach eine Cholin- 
ar, esterase von der Atropinesterase, einer Tropacocainesterase und einer 
ler Cocainesterase zu differenzieren. Hierbei miiBte dann die Atropinesterase 
be- zur Gruppe der Tropinesterasen, die auch Ester mit dem Tropin chemisch 
“u verwandten Alkoholen, wie dem Scopolin im Scopolamin und dem Tropin 
mn mit dem quaterniren N im Novatropin, zu spalten vermag, gerechnet 
in werden, wihrend die Tropacocainesterase vielleicht besser als Pseudo- 
rer tropinesterase bezeichnet werden sollte, die offenbar groBe Verwandt- 
yl- schaft zu den Esterasen im engeren Sinne zeigt. 






Nach unseren Versuchen, die wir in Tab. 4 in ahnlicher Weise aus 
Tab. 2 darstellen, ist ersichtlich, daB wie bei Glick die Atropin- und 
Homatropinspaltung parallel gehen, Wenn die Tropinesterase in dem 
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Tab. 4. Ubersicht iiber die enzymatische Angreifbarkeit der von uns angewandten 
Substrate durch 4 verschiedene Kaninchenserum-Gruppen. 





Atropin x F Ecgonin- i s 
Kaninchenserum} Hyo- fone Cocain | Methyl- pers anne 

ester 
(X) (IX) (VIII) 





+ ~ 











~ - 


* Die Homatropinspaltung ist nicht systematisch fiir alle 22 Seren verfolgt 


worden. 

** Diese Angabe iiber die Acetylcholinspaltung ist von uns nicht experi- 
mentell erwiesen, es hat aber bisher das Blut von Kaninchen stets Acetylcholin 
hydrolysiert, so da8 wir uns berechtigt glauben, das +-Zeichen in die 4 Gruppen 
zu setzen. 


Kaninchenserum vorhanden ist, dann werden die beiden Ester auch 
gespalten. Von der Tropinesterase zu trennen ist, in Ubereinstimmung 
mit Glick, die Cocainesterase. Die Cocainhydrolyse besteht weiterhin 
in der Abspaltung des Methylalkohols von der Carboxylgruppe des 
Ecgonins, wihrend die Esterbindung zwischen der Benzoesiure und dem 
sek. Alkohol im Ecgonin nicht aufgespalten wird (die dagegen beim 
Pseudo-tropin-benzoesiureester, dem Tropacocain, leicht hydrolysierbar 
ist!). So wire es auch sehr wiinschenswert, wenn Ester, die sich vom 
d-y-Tropin und d-y-Ecgonin ableiten, auf ihre Spaltbarkeit untersucht 
wiirden. 

Der Vergleich der Ergebnisse iiber die enzymatische Spezifitat mit 
den pharmakologischen Eigenschaften einzelner angefiihrter Substrate 
liBt keine Beziehung erkennen. Das Tropacocain, das chemisch zum 
Atropin gehért, in seinen Eigenschaften aber wegen seiner lokal- 
anasthetischen Wirkung mehr in die Cocaingruppe fallt, braucht ein 
besonderes Ferment fiir seine Hydrolyse, es wird weder von der ,,Atro- 
pinase“ noch von der ,,Cocainase“‘ gespalten, fiir das Homatropin, dessen 
Wirkung am Auge eine fliichtigere ist als die des Atropins, kénnte man 
daher eine bessere Spaltbarkeit durch die Tropinesterase ableiten. Beim 
Menschen ist aber ein Zusammenhang zwischen pharmakologischer Wir- 
kung und enzymatische Angreifbarkeit des Homatropins infolge Fehlens 
der Atropinesterasen schon von vornherein hinfallig; aber auch beim 
Kaninchen, von dem ja jedes 2.—3. Tier das Ferment aufweist, kann 
damit die Fliichtigkeit der Homatropinwirkung auf fermentativem 
Wege keine Erklirung finden. Die erwihnten Fermente miissen daher 
vom rein pharmakologischen Standpunkt aus bedeutungslos sein. Die 
Schnelligkeit der Zerstérung dieser Gruppe von Alkaloiden im Organis- 
mus entspricht der spontan verlaufenden Eigenverseifung (s. auch 
FuBn. 17 u. 21). Andererseits sollen Beziehungen zwischen pharma- 
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kologischer Wirkung und den Enzymen nicht prinzipiell abgelehnt wer- 
den. Gerade bei der Cocaingruppe wurde eine gewisse Parallelitiat 
zwischen hemmendem EinfluB auf das Ferment und lokalaniasthetischer 
Wirkung — allerdings bei der Cholinesterase — wahrscheinlich ge- 


macht ?, 


Zusammenfassung 


Die Atropinesterase ist nicht in jedem Kaninchen anzutreffen, ihr 
Vorkommen wird wahrscheinlich vererbt, da in einer Kaninchensippe 
50% der Tiere Atropinesterase im Serum aufwiesen, waihrend unter 
Kaninchen verschiedener Herkunft nur 34,6% das Ferment besaBen. 

Die Atropinesterase wird nicht im Kaninchenharn ausgeschieden. 
Im Weinbergschneckenblut, welches reich an Cholinesterase ist, kommt 
sie nicht vor, woraus sich die Verschiedenheit von Cholinesterase und 
Atropinesterase ergibt. Normales Menschenserum und Serum von mit 
Atropin behandelten Parkinson-Kranken ist atropinesterasefrei. Die 
Spaltungsfihigkeit des Kaninchenserums, also der Fermentspiegel im 
Blut, 148t sich durch Atropingaben steigern, ist jedoch primar keine 
Atropinesterase vorhanden, so wird sie durch Atropinisierung auch nicht 
zur Ausbildung gebracht. 

Ein Hemmungsfaktor ist im inaktiven Serum nicht vorhanden, da 
die Wirksamkeit des aktiven Serums durch Mischung mit inaktivem 
Serum in vitro nicht beeinfluBt wird. Ebenso ist nicht anzunehmen, daB 
das aktive Serum einen Aktivator enthalt, der deminaktiven Serum fehlt. 

Physostigmin wirkt hemmend auf die Spaltung von Atropin, aller- 
dings erst in weit gréBerer Konzentration als bei der Cholinesterase; 
Mg”, Mn, Cov, Na’, K, Ca, Thyroxin, Glutathion, /-Ascorbinsiure 
und Leucyl-glycyl-glycin, lieBen keine Wirkung erkennen. 

Bei der Dialyse des Kaninchenserums fand sich die Atropinesterase 
in einer an Albuminen reicheren Fraktion. Sie zeigte jedoch ein wesent- 
lich geringeres Spaltungsvermégen. Die Abnahme der Spaltungs- 
intensitaét konnte durch Zugabe von Na‘, K- oder Ca’ nicht riickgiingig 
gemacht werden. 

Die fermentative Spaltung von Atropin, /-Hyoscyamin und Hom- 
atropin wurde in aquimolaren Mengen verglichen, dabei werden Atro- 
pin und Hyoscyamin fast gleich stark angegriffen, wihrend Homatropin 
schwiicher hydrolysiert wurde. 

Ungefahr jedes dritte Kaninchen spaltet in wechselndem Ausmal 
auch Cocain, dabei braucht aber die Cocainspaltbarkeit nicht mit 
Atropinspaltung verbunden zu sein, d. h. es gibt Kaninchen, deren 
Seren weder Atropin noch Cocain spalten, weiterhin Seren, die beide 
Alkaloide enzymatisch hydrolysieren, und aber auch Seren, die ent- 
weder nur das Atropin oder nur das Cocain mit Hilfe eines Ferments 
zerlegen kénnen. Wohl wird von jedem Serum, welches Cocain hydroly- 


42 Ammon u. Zipf, Klin, Wschr. 1941, 1176. 
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siert, auch der /-Ecgoninmethylester angegriffen. So beruht wahrschein- 
lich die Eigenhydrolyse und die fermentative Spaltung des Cocains auf 
einer Trennung der Esterverbindung von Benzoylecgonin und Methanol. 
Der Ester Benzoylecgonin zeigt im Warburg-Apparat keine meBbare 
Eigenhydrolyse und wird auch fermentativ von Kaninchenserum nicht 
gespalten. j 

Die Sera gesunder Menschen und von behandelten Parkinson- 
Kranken enthalten keine Cocainesterase. 

Die Ergebnisse friiherer Untersucher, vor allem iiber die Realitit 
der Atropinesterase und iiber das Problem der Atropinunempfindlich- 
keit, wurden dargestellt und mit unseren Befunden diskutiert. 


Zur titrimetrischen Mikrobestimmung des Cholesterins 
nach Schmidt-Thomé und Augustin 


Von 
Jérn Glei8 und Karl Hinsberg 


Aus der Kinderklinik (Dir.: Prof. Dr. F. Goebel) und der Physiolog. Abteilung (Leiter: Prof. Dr. K. 
Hinsberg) der Medizinischen Akademie Diisseldorf 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Dezember 1948) 


Die groBe Zahl der bisher entwickelten Methoden zur quantitativen 
Bestimmung des Cholesteringehaltes im Blute weist darauf hin, daB 
offenbar zahlreiche theoretische und praktisch-methodische Schwierig- 
keiten zu immer neuen Variationen mit neuen Fehlerquellen gefiihrt 
haben! #3, Die Mehrzahl der colorimetrischen Methoden auf Grund 
der Liebermann-Burchardschen Farbreaktion, die Cholesterin mit 
Schwefelséure und Essigsdureanhydrid gibt, ist ungenau und mit gréBe- 
ren Fehlerquellen behaftet. Die gravimetrischen Methoden sind exakt, 
ben6tigen jedoch zuviel Blut (10—20 ccm?, Zeit 24—48 Stdn.) und 
schwer beschaffbare Lésungsmittel. 

Nach einem anderen, sehr exakten Verfahren mittels chromato- 
graphischer Adsorptionsanalyse arbeitete Trappe®. 

Ein GroBteil aller bekannten analytischen Cholesterinbestimmungs- 
methoden beruht auf der Eigenschaft des Cholesterins mit Digitonin 
schwer lésliche Additionsverbindungen einzugehen, wobei bisher wenig 
dariiber bekannt ist, warum die Resultate der verschiedenen Methoden 
stirkere Abweichungen untereinander aufweisen. Vornehmlich bei der 


1 E.C. Noyons u. M. K. Polano, Biochem. Z. 308, 415 [1940]; Schmidt- 
Thomé, diese Z. 275, 183 [1942); G. Schettler, Arztl. Forschg. 1, 219 {1947}. 

2 O.Mihlbock u. C. Kaufmann, Biochem. Z. 288, 222 [1931]; J.A. 
Gardener u. H. Gainsborough, Biochem. J. 21, 130 [1927]. 

3 W. Trappe, Biochem. Z. 805, 150 {1940}; 806, 316 | 1940); 807, 97 [1941]; 
diese Z. 278, 177 [1942]; Z. Krebsforschg. 58, 47 [1942]; Klin. Wschr. 1942, 651. 
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Bestimmung der Cholesterinester konnte es durch unvollstindige Ver- 
seifung, z. Tl. bedingt durch ungeniigende Konzentration des Verseifungs- 
mittels, durch Vernichtung von Cholesterin bei der Verseifung und durch 
nicht aquimolekulare Zusammensetzung des Cholesterindigitonids zu 
erheblichen Fehlern kommen‘. 

In Untersuchungen itiber die Digitonin-Hamolyse konnte Schmidt- 
Thomé! die von Ranson® beobachtete hemmende Wirkung des 
Cholesterins auf die Digitoninhimolyse bestiitigen; sie beruht auf einer 
Additionsverbindung von 1 Mol. des im Proteingeriist der Erythro- 
cytenmembran kolloidal gelésten Cholesterins mit 1 Mol. Digitonin. 
Durch diese Bindung wird das Cholesterin aus dem Verband der Ery- 
throcytenmembran gerissen und diese zerstért®. Die bisherigen Vor- 
stellungen iiber den Bau der Erythrocytenmembran’ konnten durch 
elektronenoptische Untersuchungen durch Wolpers® und Ruska® 
endgiiltig bewiesen werden. Schmidt-Thomé und Augustin? 
entwickelten auf diesen Befunden aufbauend eine neue Cholesterin- 
bestimmungsmethode. Die himolytische Kraft eines Plasma-Digitonin- 
gemisches auf eine Erythrocytensuspension muBte um so geringer sein, 
je mehr Cholesterin das Plasma enthielt und eine Additionsverbindung 
mit dem Digitonin eingegangen war. Da diese Additionsverbindung 
keine hamolysierende Wirkung mehr besitzt, konnte nur mehr der iiber- 
schiissige Digitoninrest die Bindung an das Membrancholesterin ein- 
gehen, d. h. im Verbrauch einer bestimmten Erythrocytensuspension 
ergab sich ein MaB fiir den Cholesteringehalt des Plasmas. 

Auf Grund der Beobachtung, daB die Anwendung dieses Prinzips 
unter Beachtung bestimmter Kautelen tatsichlich eine wesentliche Ver- 
einfachung der Cholesterinbestimmung vornehmlich fir klinische 
Zwecke darstellt, wird auf einige Einzelheiten in der Durchfiihrung dieser 
Methode hingewiesen"; ihre besondere Beachtung ist fiir die klinische 
Anwendung unbedingt erforderlich, da deren AuBerachtlassung nach 
nicht sehr eingehender Priifung dazu fiihren kann, daB die an sich sehr 
gute und praktische Methode nicht die Anwendung erfihrt, die sie 
verdient. 

Fir die Durchfithrung der Titration gebrauchen wir: 


1. 1 Mikrobirette mit Vorratsgefi8 zur Neutralisation des verseiften Ex- 
traktes. 
4 E.C. Noyons, Diss. Amsterdam 1936; Biochem. Z. 298, 391 [1938]. 
5 ¥. Ranson, Dtsch. med. Wschr. 1901, 194, 
6 H.Magistris, Die Lipoide, Ergsbd. Physiol., biol. Chem. exp. Pharma- 
kol. 81, 165 [1931]. 

7 H. Bechold,. Kolloide in Biologie und Medizin, 5. Aufl., Dresden, Theodor 
Steinkopff 1929; K. Hattori, Biochem. Z. 119, 54 [1921]; W. Kraus, Kolloid. 
Z. 28, 161 [1921]; S. M. Neuschlosz, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 
181, 17 [1920]; E. Salén, Biochem. Z. 124, 248 [1924] und andere. 

8 C. Wolpers, Naturwiss. 29, 416 [1941]. 

® H. Ruska, Dtsch. med. Wschr. 67, 281 [1941]. 

10 J. Schmidt-Thomé u. H. Augustin, diese Z. 275, 190 [1942]. 
11 Die Kenntnis der Arbeit?® muB vorausgesetzt werden. 
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2. 1 Mikrobiirette ohne VorratsgefifS zur Aufnahme der Erythrocyten- 
suspension, die mittels eines Schlauches hochgesaugt wird. 

Beide Mikrobiiretten sind mit einer selbst ausgezogenen feinen Tropf- 
_ spitze versehen, welche mit einem diinnen Gummischlauch angesetzt wird. 
Es miissen Tropfen von 0,02 ccm abgemessen werden kénnen. 

3. Als Wasserbad dient eine Glasschale von etwa 10 x 7 cm, die mit einem 
Mikrobrenner auf Asbestdrahtnetz erwirmt wird und eine kleine Schrift- 
unterlage trigt, um die Triibung erkennen zu kénnen. 

4, Eine Absaugevorrichtung laut Skizze (Abb. 1). 

5. Vorbereitete Filter laut Text. 

6. 5 Siatze von je 2 MeBkélbchen zu 10.ccm und 4 Praparatengliser etwa 
7 x 1,5 cm mit flachem Boden. 

Zunachst zur Durchfiihrung der Titration nach Schmidt-Thomé?° 

(S. 193—194). Sie stellt das Kernproblem der Methode dar und unter- 
scheidet sich wesentlich dadurch von anderen 

Luft — Wasserstrehlumpe  colorimetrisch-chemischen Bestimmungen, daf 
ein Triibungspunkt mit biologischem Substrat, 
einer verdiinnten Blutkérperchensuspension in 
physiologischer NaCl-Lésung, festzustellen ist. 
Er ist nach einiger Ubung einheitlich fir alle 
Titrationen erlernbar. Die Autoren geben eine 
Streuung von 0,02 ccm verbrauchter Erythro- 
cytensuspension, i. e. einen Tropfen an, was in 
ihrem Beispiel im wesentlichen erreicht ist. Aber 
schon ein Titrationsunterschied von 0,04 cem in 
Parallelbestimmungen kann sich besonders bei 
der Titerstellung ungiinstig auswirken, wie 
das Rechenbeispiel der Autoren zeigt. Gerade 
auf die Titerstellung ist ganz besondere Sorgfalt 
zu legen, da hier die nachfolgende Multiplikation 
mit 2000 bzw. 8000 (je nach Verdiinnungsgrad) 
2mm zu einem konstanten Fehler fiihren kann. Ent- 
Abb. 1 scheidend fiir die Genauigkeit der Untersuchungs- 
ergebnisse ist also die peinlich genaue Ubung 

und Beherrschung der Titerstellung. Die Titrationsresultate a—b, 
b—e und a—c sollen nicht mehr als um 0,02 ccm variieren. Aus diesem 
Grunde ist es zweckmaBig, die Titration in einer bestimmten Reihen- 
folge durchzufiihren, so daB sich ein fortlaufendes Ablesen der jeweils 
zugeflossenen Menge der Blutkérperchensuspension eriibrigt. Wie aus 
laufenden Tropfenzihlungen und GréSenbestimmungen hervorging, 
pendelte die TropfengréBe der Mikrobiirette um einen dem Lumen der 
Auslaufspitze entsprechenden Mittelwert. Ein Ausziehen (pag. 192) 
der Auslaufspitze der Mikrobiirette fiihrt jedoch leicht zu deren Ab- 
brechen. Auf einfache Weise liBt sich dadurch eine konstante Tropfen- 
gréBe von 0,02 ccm erreichen, da8 man ein diinnwandiges Glasrohr 
von 3—4 mm Durchmesser nach Erwairmung zu einer kapillaren 
Spitze auszieht und diese ,,Feintropfspitze‘, versehen mit 1 em Ventil- 
gummi, auf die Auslaufspitze der mit der Blutkérperchensuspension ge- 
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fiillten Mikrobiirette aufschiebt. Empfehlenswert ist die Anfertigung 
mehrerer Tropfspitzen, von denen diejenige, die eine TropfengréBe von 
0,02 com aufweist, fiir alle weiteren Untersuchungen ausgewahlt wird. 
Behandlung und Reinigung erfolgt entsprechend den fiir Kapillaren 
geltenden Vorschriften. Damit ist eine Vorbedingung fiir einen gleich- 
maiBig reproduzierbaren Tropfrhythmus gegeben, so da8 auch bei nur 
alternierender Anwendung der Methode durch med. techn. Assistenten 
fiir den klinischen Gebrauch die richtige Durchfiihrung der Methode 
gewahrleistet ist. 


V MW I 


r 8 7 20 24 2 a2 36 40 Tropfen 
020 040 060 07 080 cm? 


sec” Iw 
























































Abb. 2. Digitoninhémolyse einer Erythrocytensuspension mit und ohne Chole- 
sterinzusatz. Zeichenerklarung: I reine Digitoninlésung von 45,5 y Cholesterin/ 
cem, gelést in m/15-Phosphatpuffer in 0,9-proz. NaCl-Lésung. II Plasmaextrakt 
nach Verseifung + 1 ccm der gleichen Digitoninlésung (wie I), III Plasma im 
direkten Verseifungsversuch (s. u.) nach 30 Min., 70° C. IV Plasma im direkten 
Verseifungsversuch nach 120 Min., 70° C. V Plasma im direkten Verseifungs- 
versuch nach 24 Stdn., 70° C. VI Freies Cholesterin im Plasma. VII Hamo- 
lyse in aqua dest. 


Der Tropfrhythmus selbst kann nicht starr schematisch fixiert 
werden, jedoch ergeben sich Anhaltspunkte. Je nach dem Cholesterin- 
gehalt der zu untersuchenden Lésung tritt der Hamolyseendpunkt frither 
oder spiter ein. Es empfiehlt sich, die Himolyse bei den ersten 30% des 
erwarteten Verbrauchs an Blutkérperchensuspension nach jedem 
3. Tropfen, bei weiteren 30% nach jedem 2. Tropfen und bei dem Rest. 
nach jedem Tropfen abzuwarten. 

Der zeitliche Ablauf der Haimolyse einer Erythrocytensuspension 
ist in seinén Einzelheiten aus Abb. 2 zu entnehmen. 

Die der Abb. 2 zugrunde liegenden MeBreihen wurden deshalb 
durchgefiihrt, weil uns aufgefallen war, daB u. U. eine verzégerte Ha- 
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molyse zu beobachten ist, die die Erkennung des Titrationsendpunktes 
erschwert. Dabei handelt es sich im wesentlichen um stérende Einfliisse 
der Kochsalz- und Pufferlésungen, wenn diese nicht mit véllig neutralem 
aqua dest. angesetzt wurden. Es muB also bei der Herstellung der ein- 
zelnen Lésungen ganz besonders darauf geachtet werden und evtl. deren 
Einstellung auf ein Py von 7,4 erfolgen. Dasselbe gilt fiir die exakte 
Neutralisation des verseiften Extraktes (s. u.). 

Allen Kurven der Abb. 2 ist neben dem flachen Anfangsverlauf mit 
einer Himolysezeit von 1—2 sec ein rasches Ansteigen der fiir die volle 
Hamolyse erforderlichen Zeitintervalle gemeinsam. Ist nach 90—120 sec 
noch keine Himolyse erkennbar, so pflegt sie auch nach langerem Zu- 
warten von 3—5 min nicht mehr einzutreten; aus den Kurven ergibt 
sich weiter, daB unter den von den Autoren angegebenen Bedingungen 
der Hiimolyseverlauf immer der gleiche ist, und da8 fir fehlerhafte 
Abweichungen nur Anderungen im /q-Wert von Lésungen und Sus- 
pension verantwortlich zu machen sind, die nach dem obigen durchaus 
vermeidbar sind. Gleichzeitig finden die Autoren?® darin eine Bestiiti- 
gung, daB eine direkte Verseifung von Plasma oder Serum zur Bestim- 
mung der Cholesterinester auch nach 24-stdg. Einwirkung der KOH 
nicht zur nennenswerten Esterspaltung gefiihrt hat (s. Abb. 2, Kurve 
III—V). Die Extraktherstellung zur Bestimmung des Gesamtcholeste- 
rins ist daher nicht zu umgehen. 

Weitere, fiir das Gelingen der Methode wesentliche Faktoren sind: 


1. Die Verwendungsdauer der Blutkérperchensuspension und 
2. die Sedimentiergeschwindigkeit der Suspension in der 
Birette. 

Wir untersuchen den zeitlichen Hamolyseablauf gleichzeitig mit 
dem Cholesteringehalt bestimmter Blutkérperchensuspensionen am l., 
4., 6., 9. und 12. Tag nach der Blutentnahme und Herstellung der Sus- 
pension (s. Tab. 1). 



































Alter Hiamolysedauer in sec nach n ccm Blutkérperch pension 

Chol. 
cem | 0,02] 0,06| 0,12] 0,16] 0,20] 0,30{ 0,40] 0,50] 0,60] 0,64] 0,68] 0,70] 0,72] 0,74 
5 Stan. | 1,5 {1,6 [1,7 | 1,9 | 2,3] 2,3 | 2,4 | 3,7 | 7,5 | 10,2] 15,1] 28,5] 72,1] ~ | 63,2 
4 Tage | 1,7} 2,3 | 2,3 | 2.4] 2,6] 2,5 | 28 | 3,6 | 8,5 | 10,6] 17,2] 25,4] 53,7] ~ | 63,2 
6 Tage | 1,7 11,6 |1,9 12,5 | 2.6] 29 | 3,3 | 4,1 | 86] 9,3] 16,3] 18,5] .43,7] ~ | 63,2 
9 Tage | 1,7 | 1,5 | 1,8 | 2,3 | 2,5] 3,0 | 4,4 | 4,6 | 7,8 | 12,3] 14,7] 24,0] 38,0 2 
12 Tagel 1,8 | 1,9] 2,0 | 2,3 | 2,7] 3,0 | 4,6 | 5,2 | 8,6 | 13,0 | 17,7| 26,1] 36,6| 65 | 63,2 





























Obwohl nach Tab. 1 der zeitliche Hamolyseablauf etwas variiert, ist 
auch nach 12 Tagen keine wesentliche Anderung des Cholesteringehaltes 
der Suspension eingetreten und damit ihr Titer gleichgeblieben; sie 
wurde bei + 4° Cin fest verschlossener Flasche aufbewahrt. Wenn auch 
die Verwendung moglichst frischer Suspensionen anzustreben ist, kbnnen 
doch mehrere Tage alte chne Bedenken benutzt werden, solange keine 
stérende Eigenhimolyse bzw. Verinderungen ihres Titers eingetreten 
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sind. Dadurch wird die praktische Verwendungsméglichkeit der Methode 
fiir den Gebrauch im klinischen Laboratorium wesentlich gesteigert, da 
nachgewiesen wurde, da die Blutkérperchensuspensionen mindestens 
eine Woche unter den gegebenen Bedingungen benutzbar sind. 

Die Sedimentierungsgeschwindigkeit der Suspensionen in der Birette 
verlauft derart, dafs sich innerhalb der ersten 5 min nach Biirettenfiillung etwa 
0,005 ccm = 0,25 Tropfen der klaren, iiberstehenden Suspensionsfliissigkeit fest- 
stellen lassen. Nach 10 min finden sich etwa 0,008—0,10 com = 0,5 Tropfen; 
nach 20 min 0,015 und nach 25 min 0,020 = 1 Tropfen. Da die Gesamttitrations- 
zeiten fiir Gesamtcholesterin etwa 4—6, fiir freies Cholesterin 5—7, und der Titer- 
und Leerwerte etwa 8—10 min betragen, sollte nicht mehr als eine Doppelbestim- 
mung mit einer Biirettenfiillung durchgefiihrt werden. Ein laingeres Verweilen 
der Suspension in der Biirette fiihrt durch’ die Sedimentation der Erythrocyten 
mi falschen Ergebnissen. 

Wihrend bei der Titerbestimmung der Blutkérperchensuspension, 
der Digitoninlésung und des freien Cholesterins bei Verwendung der 
m/15-Phosphatpufferlésung die Isotonie der Untersuchungsmediums 
gewihrleistet ist, war dies bei der Extraktverseifung und der nach- 
folgenden Neutralisation nicht ohne weiteres vorauszusetzen. Nach dem 
Zusatz der KOH (etwa 15mg) und der CH;-COOH (etwa 20 mg) ist 
im resultierenden Gemisch mit einer 2,5—3mal so hohen Konzentration, 
als es einer isotonischen Lésung entsprechen wiirde, zu rechnen, Es 
wurde daher der Einflu8 hypertonischer Lésungen in fallenden Konzen- 
trationen auf den Ablauf und Endpunkt der Digitoninhimolyse gepriift, 
um etwa dadurch bedingte Anderungen im Endresultat feststellen zu 
kénnen. Dabei zeigte sich folgendes (s. Tab. 2). 





Konz. Hiamolysedauer in sec nach n cem Blutkérperchensuspension 
Chol. y 














cem | 0,02 | 0,06 0,12 | 0,20 | 0,30 | 0,40 | 0,50 | 0,60 | 0,64 | 0,66 | 0,68 | 0,70 


m|6 2,1] 22] 3,0] 3,0] 3,6] 3,9] 8,8] 17,2 | 26,2 | 84,9 ]109,0 | ~ 66,8 
m8 23] 2,3] 24] 2,5] 2,8] 4,3] 10,5 | 15,2 | 23,9 | 34,9] 560] ~ 66,8 
mio} 1,6] 1,9] 2,21 3,0] 3,1] 5,3] 8,9 | 18,0 | 24,7 | 33,1 | 63,2] ~ 66,8 
mi12}] 1,8] 2,1] 2,8] 32] 3,3] 5,3] 7,1] 17,1 | 21,6 | 32,1] 69,9 | ~ 66,8 
mil4} 1,8] 1,8] 2,6] 3,51 4,7] 7,8] 8,3] 17,8] 35,1 [1010 | «~ ~ 68,7 
mj15} 2,0] 1,9] 2,1] 3,0] 34] 4,9] 6,2] 17,2] 31,8] 584] ~ ~ 68,7 


-) In beiden ‘Tabellen sind die Zwischenwerte 0,16, 0,24 usw. aus Ubersichtsgriinden weggelassen 
worden. 


Es ist demnach auch bei 3-fach hypertonischen Pufferlésungen 
keine wesentliche Beeinflussung der Digitoninhimolyse und des Titra- 
tionsendpunktes zu beobachten. Damit kann die durch Verseifung und 
und Neutralisation bedingte H y pertonie des resultierenden Gemisches 
vernachliissigt werden. 

Die tibrigen Arbeitsgiinge der Methode stchen in ihrer Bedeutung hinter der 
Titration zuriick; einige Einzelheiten miissen jedoch hervorgehoben werden, da 
ihre Nichtbeachtung ebenfalls zu groben Fehlern und zur vermeidbaren Mif®kredi- 
tierung der Methode fithren kann. 

Die schwierig zu beschaffenden Spezialreagensglaser kénnen schadlos durch 
einfache Priiparatenglaser mit flachem Boden von 6—8 cm Linge und 15—20 cm 
Duchmesser (s. Abb. 1) ersetzt werden, wie sie z. B. zur EKinsendung von Material 
fiir bakteriologische Untersuchungszwecke im klinischen Betrieb in Gebrauch sind. 
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Nur sind solche mit gréberen Glas- und Refraktionsfehlern des Bodens auszuson- 
dern, da sonst Schwierigkeiten bei der Titration im Erkennen der Schriftprobe 
auftreten kénnen. Alle Glaser werden mit dem Glasschreiber numeriert. Fett- 
stifte zur Kennzeichnung der Glaser diirfen nicht verwandt werden. Die Reinigung 
der Glasgerite muB betont sorgfaltig erfolgen (Bichromatschwefelsaure) ; sie sollen 
nur fiir die Cholesterinbestimmung benutzt werden. Trotz richtiger Ausfiihrung 
aller bisher angefiihrten Arbeitsgange kann es jedoch zu groben Fehlern kommen, 
wenn ungeeignete oder falsch behandelte Filter zur Anwendung kommen. Wegen 
des hohen Cholesteringehaltes der Haut (60—190 mg %)1" ist jede Beriihrung der 
Filter mit den Hinden zu vermeiden, die Filter werden mit Pincetten gefaltet, 
ithergespilt und nach Lufttrocknung verwendet. Da die Erstbeschreibung keinen 
Hinweis auf die sorgfaltige Filtervorbereitung und -Behandlung enthilt, sei ein 
Beispiel dieser Fehlerquelle angefiihrt: 

Gesamtcholesteringehalt im Blutplasma nach Verwendung verschieden be- 
handelter Filter (Su. S 589). 

Filter 
_  gespiilt ungespiilt 

Gesamtcholesterin mg % 205,8 232,2 
Leerversuch ,,Cholesterin‘‘ mg %, a2 36,7 


Durchschnittlich wurden bei Benutzung falsch behandelter Filter etwa 30mg %, 
Cholesterin mehr bestimmt. 

Zu fehlerhaften Beeinflussungen des Endresultates kann es schlieBlich noch 
bei der Neutralisation des verseiften Extraktes sowie beim Absaugen des Lésungs- 
mittels kommen. 

Nimmt man die Neutralisation des Extraktes mit verd. Essigsiure durch 
Eintropfenlassen mit einer Stangenpipette vor, so lassen sich zumal bei seltener 
Anwendung Ubertitrationen oft nicht vermeiden. Geeigneter ist eine mit einer 
Feintropfspitze versehene Biirette, womit sich die Neutralisation mit immer 
gleichbleibender Tropfenzahl durchfiihren lift. Ebenfalls lassen sich Fehler in 
den einzelnen Ansiatzen leichter aufdecken, wenn ein falscher Ansatz abrupt zu- 
viel oder zuwenig Essigsiure verbraucht. Als Indikator ist Phenolphthalein ge- 
eignet, das statt in alkoholischer Lésung auch in alkalisiertem aqua dest. gelést 
verwandt werden kann. Als weitere Indikatoren waren Thymolblau (pH 9,6—8,0) 
und o-Kresolphthalein (pH 9,8—8,2) benutzbar. 

Beim Absaugen des Lésungsmittels des Plasma- bzw. Serumextraktes (I. c. 
pag. 2001°) auf die nur kurz skizzierte Weise kann es durch makroskopisch kaum 
bemerkbare Beriihrung von Saugrohr und F'liissigkeit zu groben Cholesterinein- 
buBen infolge Absaugens eines Teiles der Lisungsfliissigkeit kommen. Folgende 
MaBnahme hat sich bewahrt: Ein doppeldurchbohrter Gummistopfen von 
15—20 mm Durchmeessr wird mit dem U-férmig gebogenen Saugrohr und einem 
kurzen Luftzufuhrstutzen versehen. Zum Absaugen wird das jeweilige Praparate- 
glas mit einer Stativklemme dicht iiber dem schwach siedenden Wasserbad ein- 
geklemmt und mit der Absaugvorrichtung (s. Abb.1) versehen. Saugrohr und 
Luftzufuhrstutzen sollen den Stopfen nicht mehr als 0,5 cm iiberragen, Der Sog 
ist so einzustellen, daf die im Praparateglas hochsteigenden Verdunstungswellen 
die halbe Hohe des Glases nicht iibersteigen. Auf diese Weise kann das Lésungs- 
mittel in etwa 3 min abgesaugt werden, ohne daf} es dabei zu Verlusten kommt. 
Der Stopfen mu8 erneuert werden, wenn er so porés geworden ist, daf eine Ver- 
unreinigungsgefahr fiir den Extrakt durch sich loslésende Gummiteilchen besteht. 


Zur Bestimmung des freien Cholesterins werden etwa 15 min, zu 
der des Gesamtcholesterins etwa 60 min bendtigt. Bei rationellem 


2 A. Prokoptschuk u. M.Kisson, Arch. Dermatologie Syphilis 174, 
90 [1936]. 
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Arbeiten kénnen bis zu 15 Gesamtbestimmungen taglich ausgefiihrt 
werden, so da Reihenuntersuchungen fiir klinische und wissenschaft- 
liche Fragestellungen durchfiihrbar sind. 


Zusammenfassung 


Die titrimetrische Mikromethode zur Bestimmung des Cholesterins 
im Blutplasma bzw. Serum nach Schmidt-Thomé beruht auf der 
Himolyse von Erythrocyten durch Digitonintestlésungen und deren 
Hemmung durch Cholesterin. Die Methode hebt sich aus der Vielzahl 
der bisherigen Methoden neben dem geringen Verbrauch an Lésungs- 
mitteln und Blut durch ihre Schnelligkeit und die neuartige Problem- 
lésung hervor. An Hand der wesentlichen Arbeitsginge werden die 
Fehlerquellen besprochen und eine Fehlerbreite von + 5—10% sowie 
eine ErfaBbarkeitsgrenze von weniger als 1 y Cholesterin bestitigt. Es 
werden einige fiir die Anwendung der Methode im klinischen Gebrauch 
erforderliche technische Verbesserungen angegeben. 


Uber eine verbesserte Synthese von d,/-Tryptophan 
Von 
Heinrich Hellmann 
Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Tiibingen 
(Der Schriftleitung zugegangen 19. Dezember. 1948) 

Vor 4 Jahren berichteten fast gleichzeitig Snyder und Smith? 
sowie Albertson, Archer und Suter? iiber eine neue Tryptophan- 
Synthese, die im Prinzip eine Alkylierung von Acetamino-malon- 
ester (II) durch Gramin (I) und somit eine interessante Variante der 
Sérensenschen Aminosiure-Synthese darstellt. 

COOR COOR 
y | \ | 
@ j- CHa N(CH,), + HC-NH-00-CH, > 7 —.CH,+C+NH-CO-CH, 
| | COOR | COOR 


W\Z4 


I. Il. H ITT. 
Die neue Synthese iibertraf schon bei ihrer ersten Veréffentlichung 


die Ausbeuten der alteren Wege zur Darstellung von Tryptophan, der 
Azlacton-* und der Hydantoin-‘Methode. Im Laufe der letzten Jahre 


1 H.R. Snyder u. C. W. Smith, J. Amer. chem. Soc. 66, 350 [1944]. 
* N.F. Albertson, S. Archer u. C.M. Suter, J. Amer. chem. Soc. 66, 
50) {1944}. 
3 A. Ellinger u. C. Flamand, Ber. dtsch. chem. Ges. 40, 3031 {1907}. 
}}* 
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ist sie aber von den beiden genannten Arbeitskreisen noch wesentlich 
verbessert worden, sowohl hinsichtlich der Ausbeute als auch der Reak- 
tionszeiten®. In einer kurzen Notiz berichteten schlieBlich Albertson 
und Tullar®, daB sie Tryptophan in 71-proz. Ausbeute (bezogen auf 
Indol) durch Umsetzung von Acetamino-cyanessigester mit Gra- 
min bereitet hitten; Einzelheiten dieser Umsetzung wurden bisher nicht 
mitgeteilt. Die Kondensation von Gramin mit Acetamino- acet- 
essigester’ oder mit Nitroessigester® lieferte geringere Ausbeuten. 

Im Rahmen von Untersuchungen unseres Instituts zum Tryptophan- 
stoffwechsel® haben wir festgestellt, dag die Verwendung von Form- 
amino-malonester anstelle der Acetamino-ester in dieser Tryptophan- 
Synthese verschiedene Vorteile bietet, die eine weitere Erhéhung der 
Ausbeute und eine betriichtliche Verkiirzung der Reaktionszeiten er- 
méglichen. Folgt man der im Versuchsteil gegebenen Vorschrift, so kann 
Tryptophan aus Indol und Malonester in nahezu 90- proz. Ausbeute (be- 
zogen auf Indol) innerhalb von 16 Stdn. dargestellt werden. Die Syn- 
these wurde in 5-g-Ansiitzen durchgefiihrt; sie stellt die ergiebigste und 
schnellste. Darstellungsweise fiir d,/-Tryptophan dar. 

Die Verbesserung der Methode lie sich durch Ausniitzung folgender 
Tatsachen erméglichen : 


1. Formamino-malonester ist nach der durch Galat?® ab- 


geiinderten Methode von Conrad und Schulze", die wir noch weiter 
vereinfachten, in 5 Stdn. rein erhiiltlich. Der Ester ist damit betriichtlich 
schneller, auBerdem ergiebiger und bequemer darstellbar als die Acet- 
amino-ester. 


2. Wir verwendeten als Alkylierungsmittel Diaithylamino- 
methyl-indol anstelle von Gramin (I). Es kann in 3 Stdn. in 96- proz. 
Ausbeute bereitet werden, und zwar wiihrend der Darstellung des For- 
mamino-malonesters, da diese ein 2-stdg. mechanisches Riihren bei der 
Nitrosierung erfordert. 

3. Die Kondensation von Diithylaminomethyl-indol mit For- 
mamino-malonester ist in 45 Min. beendet, wihrend die Alkylierung der 
Acetaminoester unter den giinstigsten Bedingungen? in 5-stdg. Reaktion 
erfolgt. Die Ausbeute betragt wie beim. Acetamino-cyanessigester ® 


4 R.Majima, Ber. dtsch. chem. Ges. 55, 3859 |1922|; W.J. Boyd u. 
W. Robson, Biochem. J. 29, 2256 {1935}. 

5 a) E.E. Howe, A.J. Zambito, H.R. Snyder u.M. Tishler, J. Amer. 
chem. Soc. 67, 38!1945|; b) N. F. Albertson, S.Archeru.C. M.Suter, J. Amer. 
chem. Soc. 67, 36 {1945}. 

6 N.F. Albertson u. B. F. Tullar, J. Amer. chem. Soc. 67, 502 [1945]. 

7 N.F. Albertson u. B. Tullar, J. A. King, B. B. Fishburn u. S. Ar- 
cher, J. Amer. chem. Soc. 70, 1150 |1948'. 

§ Pp. A. Lyttle u. D. Weisblatt, J. Amer. chem. Soc. 69, 2118 {1947}. 

® A. Butenandt u. Mitarbb. vgl. z. B. diese Z. 279, 27 [1943]; 281, 120 
(1944 |. 

10 A, Galat, J. Amer. chem. Soc. 69, 965 [1947]. 

11M. Conrad u. A. Schulze, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 733 [1909]. 
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98%. Die Verseifung zu Tryptophan erfordert etwa 8 Stdn. (Ausb. 96%). 
Auf den unterschiedlichen Verlauf der Verseifungsreaktion bei den ver- 
schiedenen Estern wird im folgenden Abschnitt niher eingegangen. 

4. Durch die Kiirze der Reaktionszeiten wird die Zersetzung der 
Zwischenprodukte und des Tryptophans vermieden. 

Die alkalische Verseifung der Kondensationsprodukte fiihrt bei 
Acetamino-malonester, Acetamino-cyanessigester und Formamino-ma- 
lonester zu jeweils verschiedenen Produkten: 

Selbst anhaltendes Kochen mit 20-proz. wiBriger Natronlauge fiihrt 
beim Skatyl-acetamino-malonester (IIT) nicht zur Abspaltung der 
Acetylgruppe; es resultiert die Skatyl-acetamino-malonsiiure (IV). Erst 
nach Eliminierung einer der beiden Carboxylgruppen durch Erhitzen 
in neutralem oder saurem Milieu kann auch die Aminogruppe durch 
alkalische Verseifung freigelegt werden’. Im Gegensatz hierzu kann 
die Einwirkung von Alkali auf Skatyl-acetamino-cyanessigester 
(V) in einem Arbeitsgang bis zum Tryptophan fiihren. Dabei ist als 
Zwischenstufe woh] das Ammoniumsalz VI anzunehmen, dessen Zerfall 
sich durch Entwicklung von Ammoniak und Bildung von Carbonat 
zu erkennen gibt. Einen analogen Zerfall hat Albertson beim Am- 
moniumsalz der 3-Acetamino-a-piperidon-carbonsiiure-(3) beobachtet. 
Die Dauer dieser Verseifungsreaktionen wird mit 15—-20 Stdn. ange- 
geben? 13, Auch beim Skatyl-formamino- malonester (VII) ist 
nur einmaliges alkalisches Verseifen erforderlich; denn das Verseifungs- 

COOR COONa 
.CHy+Cs NH: CO-CH, ie CH, +s NH CO+ CH: 
| NaOH H | 
COOR COONa 
Ba 


IIL. } IV. 


| 
— -CH,+C+»NH-CO+ CH, 


| | NaOH 


| 

he. GOOR an 
WY 
N 


H 


COONH, 


| 
R-CH,-C-NH-CO-CH,| —-> R-CH,-CH+NH-COCH,; 
| | 
COONa | COONa 
VI. —> R-CH,-CH-COONa; 


| 
NH, 
122 N.F. Albertson, J. Amer. chem. Soc. 68, 2105 [.1946}. 
13 M.E. Jackman u. S. Archer, J. Amer. chem. Soc. 68, 2105 [1946]. 
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COOR COONa 
7 «CH,» C«NH-CHO on 7 \—+CH,-+C—NH, ; 
| | CooR —> | | COONa 
VVC ./ 4 
H VIL. H  VIIL 


produkt liefert beim Erhitzen in schwach saurem Milieu unter De- 
carboxylierung bereits Tryptophan. Die alkalische Verseifung fiihrt 
demnach hier zur Skatyl-amino-malonsiure (VIII), die aus dem Skatyl- 
acetamino-malonester (ITI) nicht erhalten werden konnte; ihre Isolie- 
rung haben wir jedoch nicht vorgenommen. 

Hrn. Prof. Butenandt danke ich fiir sein Interesse an der vor- 


liegenden Arbeit. 


Beschreibung der Versuche 
(Mitbearbeitet von Elisabeth Renz) 
Formamino-malonester 


Der Ester wurde nach der durch Galat?° abgeanderten Methode von Conrad 
und Schulze" bereitet, jedoch konnte die Methode ohne Beeintrachtigung der 
Ausbeute noch weiter vereinfacht werden. Bei der Nitrosierung des Malonesters 
geniigte 2-stdg. Riithren (an Stelle des 4—5-stdg.), und der élig abgeschiedene 
Isonitroso-malonester konnte direkt mit Zink und Ameisensiure reduziert werden; 
die Extraktion mit Chloroform eriibrigte sich. Fiir die Darstellung auf Vorrat 
haben wir den Formamino-malonester nicht durch Vakuumdestillation sondern 
durch Kristallisation aus dem Reaktionsgemisch isoliert. Hierzu wurde die Mischung 
nach Reduktion des Isonitrosoesters durch Destillation vom Lésungsmittel befreit; 
das verbliebene gelbstichige 61 wurde mit wenig Methanol vermischt und bei etwa 
20° auf flacher Schale belassen. Nach einigen Stunden begann die Kristallisation; 
sie war nach etwa 1 Tag beendet. Der Formamino-malonester schied sich immer 
in zwei verschiedenen Formen ab, in bis zu 5 cm langen SpieBen vom Schmp. 46° 
(unkorr.) und 1—3 cm langen Platten vom Schmp. 56° (unkorr.), 


Diathylaminomethyl-indol 


Da die von Kiihn und Stein" beschriebene Darstellung dieser Mannich- 
Base einige Tage beansprucht, haben wir sie in 95-proz. Ausbeute auf folgendem 
Wege bereitet: 5g Indol wurden unter Eiskiihlung gleichzeitig mit folgenden 
vorgekiihlten Lésungen versetzt: 3,3 ccm 40-proz. Formaldehyd-Lésung, 3,1 g 
wasserfreiem Diaithylamin und 9 ccm 60-proz. Essigséure. Das Indol léste 
sich unter Erwirmen auf. Nach 2-stdg. Aufbewahren bei 20° wurde die dick- 
fliissig gewordene Lésung mit der 10-fachen Menge 2-n.Natronlauge versetzt. Aus 
der milchigen Flissigkeit schied sich sofort ein hellgelbes Ol ab, das beim Reiben 
innerhalb weniger Minuten vollstandig zu weiSen Kristallen erstarrte; diese wurden 
abgenutscht und mit Wasser gewaschen. Nach 2-stdg. Trocknen in dinner Schicht 
im Vakuumexsiccator tiber Phosphorpentoxyd konnten sie fiir die Kondensation 
verwendet werden. Ausb. 8,2 g vom Schmp. 103° (unkorr.). Durch Umkristal- 
lisieren aus Benzol konnte der Schmp. auf 105° erhéht werden. Auch Snyder 
und Mitarbb.5@ fanden diesen Schmelzpunkt, wihrend Kiihn und Stein" 
165° angeben (Druckfehler ?). 


4H, Kiithn u. O. Stein, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 569 {1937 j. 
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Kondensationvon Diaithyl-aminomethyl-indol mit Formamino-malon- 
ester zum Skatyl-formamino-malonester (VII). 


Zu 25 ccm siedendem, trockenem Toluol, in dem sich 0,35 g gepulvertes 
Natriumhydroxyd befanden, wurden 5g Diathylaminomethyl-indol und 
6g Formamino-malonester gegeben. Der Kolben wurde im Olbad von 130° 
gehalten; wihrend des Erhitzens wurde durch eine in die Lésung eintauchende 
Kapillare ein lebhafter Strom von trockenem Stickstoff eingeleitet. Meist begann 
schon nach 30 Min. Kristallabscheidung, die zum Verstopfen der Kapillare fiihrte. 
In diesen Fallen wurde die Reaktion sofort abgebrochen, andernfalls nach 1-stdg. 
Kochen. Beim Abkiihlen auf 0° erstarrte die ganze Reaktionsmischung in kurzer 
Zeit. Der Kristallkuchen wurde abgesaugt und mit wenig Toluol gewaschen. 
Schmp. 175°. Der Skatyl-formamino-malonester kann sehr leicht aus Alko- 
hol-Wasser umkristallisiert werden. Er zeichnet sich durch eine bemerkenswerte 
Kristallisationsfreudigkeit aus. Farblose Nadeln vom Schmp. 179° (unkorr.). 
Ausb. 8,1 g vom Schmp. 175° (98%). Farbreaktion mit p-Dimethylamino-benzal- 
dehyd positiv. 

4,685 mg Sbst.: 10,590 mg CO,, 2,560 mg H,O. — 3,921 mg Sbst.: 
0,289 cem N, (14°, 740 mm). 

Ci7H.,05N, (332,35). Ber. C 61,43, H 6,07, N 8,43. 

Gef. C 61,67, H 6,12, N 8,54. 


Verseifung und Decarboxylierung zu d, l-Tryptophan 
4¢ Skatyl-formamino-malonester (VII) wurden mit 2,28 g Natrium- 
hydroxyd in 22 ccm Wasser im Olbhad von 1£C—130° gehalten. Nach spiitestens 
30 Min. war der Ester in Lésung gegangen, die Hydrolyse war jedoch zu diesem 
Zeitpunkt noch nicht vollstindig. Nach 6-stdg. Verseifung wurden der klaren, 
farblosen Mischung 4 ccm Elisessig zugesetzt, und dann wurde 1—2 Stdn. weiter 
auf 130° erhitzt. Die bald einsetzende Entwicklung von Kohlendioxyd konnte 
durch Einleiten des entweichenden Gases in Barytwasser verfolgt werden. Gleich- 
zeitig begann die Ausscheidung von Tryptophan in glanzenden Blattchen. Der 
Kolben wurde etwa 12 Stdn. bei 0° gehalten; es hatten sich 2,3 g farbloses Tryp- 
tophan vom Zers.-Pkt. 276° ausgeschieden (96% d. Th.). Nach Umkristallisieren 
aus Eisessig lag der Zersetzungspunkt bei 293° (unkorr.); das Produkt zeigte dic 
bekannten Farbreaktionen auf Tryptophan. 

4,844 mg Sbst.: 11,455 mg CO,, 2,610 mg H,O. — 2,911 mg Sbst.: 0,346 ecm 
N, (26,5°, 744 mm). 

C,,H,20.N, (204,2), Ber. C 64,69, H 5,92, N 13,63. 

Gef. C 64,51, H 6,03, N 13,32. 

Wurde die alkalische Hydrolyse des Skatyl-formamino-malonesters abge- 
brochen, nachdem der Ester in Lésung gegangen war (30 Min.), so schieden sich 
nach dem 2-stdg. Kochen in schwach saurem Milieu nur 1,6 g¢ Tryptophan ab 
(66% d. Th.). Nach abermaliger alkalischer Hydrolyse durch 3-stdg. Kochen konnten 
durch Ausfillen mit Eisessig weitere 0,7 Tryptophan isoliert werden (29 % d. Th.). 
Das so gewonnene Tryptophan besaf den gleichen Reinheitsgrad wie das nach der 
zuvor beschriebenen Methode, die wegen der einfacheren Handhabung den Vorzug 
verdient. Zuweilen muBte das nach 2-maliger alka]. Hvdrolyse zuletzt gewonnene 
Produkt von mitausgeschiedenem Natriumacetat durch Umkristallisieren befreit 
werden. Die Befunde der zuletzt gegebenen Darstellung kénnen so gedeutet werden, 
da8 nach der kurzdauernden Hydrolyse die beiden Estergruppen verseift worden 
sind, waihrend der Formylrest erst zum Teil abgespalten wurde. Zu seiner restlosen 
Beseitigung bedarf es einer nochmaligen alkalischen Hydrolyse des nach der” De- 
carboxylierung im Reaktionsgemisch vorliegenden Formyltryptophans. 

Es wurden zahlreiche Versuche mit verschieden langen Hydrolyse- und De- 
carboxvlierungs-Zeiten durchgefiihrt. Wenn man sich fir die einmalige alkalische 
Hydrolyse entscheidet, so darf diese bei den beschriebenen MaBstaben nicht unter 
6 Stdn. dauern, da andernfalls die Ausbeute an Tryptophan beeintrachtigt wird. 
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Uber tertiaire Esterbasen als Zwischenprodukte bei der Synthese 
von Aminosauren 


Von 
Adolf Butenandt und Heinrich Hellmann 
Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Dezember 1948) 


Die Mannich-Reaktion besteht in einer Verkniipfung von Am- 
moniak, primiiren oder sekundiren Aminen mit aktiven Wasserstoff 
tragenden Verbindungen iiber eine Methylengruppe durch Vermittlung 
von Formaldehyd!. Sie ist von besonderer priparativer Bedeutung 
im Falle der sekundiren Amine, da das Vorhandensein von nur 
einem Wasserstoffatom am Stickstoff Nebenreaktionen weitgehend 
ausschlieBt. Die Eindeutigkeit der Reaktion wird vollstindig, wenn 
die mit dem sekundiiren Amin und Formaldehyd in Reaktion tretende 
Komponente ebenfalls nur ein aktives Wasserstoffatom besitzt; die 
bei diesen Umsetzungen entstehenden tertiiren Basen haben groBe 
Bedeutung als ,,Alkylierungsmittel‘’. Ein schénes Beispiel hierfiir aus 
jiingster Zeit stellt die Alkylierung des Acetaminomalonesters durch 
Gramin (I) (Dimethylaminomethylindol) dar, das durch Mannich- 
Reaktion aus Indol, Formaldehyd und Dimethylamin leicht gebildet 
wird?; die vollstiindige Hydrolyse des Alkylierungsproduktes (II) 
liefert in guter Ausbeute d,/-Tryptophan?®: 


on = ¢ oT yi 1 

3 | se | ll ie he. H, + N(¢ H3)» 
EE | + HCHO + HN(CH;), ; ye | 

| | Hl 


AZ 


H E I. 
COOR COOR 


On l On 
7 \——,. CH,- N(CH), + HC-NH-CO-CH,; + 7 \—-)-CH,-C:NH-CO-CH, 


I 
H | I 
I COOR ial COOR 


L } 1. 


Carbonsiiuren mit reaktionsfihigem a-stiindigem Wasserstoffatom 
sind schon vor mehr als zwanzig Jahren der Mannich-Reaktion unter- 
worfen worden. Mannich selbst hat Malonsiure*, alkyl- oder aryl- 


1F. F. Blicke, ,,The Mannich Reaction’: in ,,Organic Reactions‘, New 
York 1942, Vol. I, S. 303. 

2 H. Kiithn u. O. Stein, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 567 | 1937). 

3-H. R. Snyder u. C. W. Smith, J. Amer. chem. Soc. 66, 350 |1944); 
N.F. Albertson, S. Archer u. C. M. Suter, J. Amer. chem. Soc. 67, 36 [1945]. 

4 C, Mannich u. B. Kather, Ber. dtsch. chem. Ges. 58, 1368 | 1920}, 
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substituierte Malonsiiuren® und deren Mono-KEster®, Tartronsiure’, 
Cyanessigsiure® und Acetessigsiiuren® mit Formaldehyd und Aminen 
zu N-substituierten £-Aminosiuren umgesetzt. In manchen Fillen 
waren die ersten Reaktionsprodukte instabil, so daB nur ihre Zerfalls- 
produkte isoliert werden konnten, grundsiitzlich gingen aber fast alle 
genannten Siuren eine glatte Umsetzung ein. Dagegen wurden mit den 
neutralen Estern, soweit iiberhaupt iiber ihre Verwendung berichtet 
wird, keine definierten Produkte erhalten®. Andrerseits ist eine Reak- 
tion zwischen Malonsiure-diaithylester und Formaldehyd allein, also 
ohne Zusatz von Amin, beschrieben worden?®, 


Wir haben nun gefunden, daB auch die neutralen Ester der ge- 
nannten Sauren in vielen Fallen eine praktisch quantitativ verlaufende 
Mannich-Reaktion eingehen, wenn das eine der beiden reaktions- 
fihigen Wasserstoffatome durch eine Acylamino- Gruppe substituiert 
ist. Beispielsweise treten Formamino-malonester, Acetamino- 
malonester und Acetamino-cyanessigester glatt mit Formal- 
dehyd und verschiedenen sekundiren Aminen zu den entsprechenden 
tertidren Basen zusammen. Die Bedeutung dieser ,,Mannich-Basen‘‘ 
liegt darin, daB sie mit reaktionsfahigen Wasserstoff enthaltenden Ver- 
bindungen Kondensationsprodukte bilden, deren Hydrolyse zu «-Amino- 
siuren fiihrt; sie finden somit als Zwischenprodukte fiir einen Typus 
von Aminosdure-Synthesen Verwendung, deren Verlauf durch 
das nachfolgende Formelschema veranschaulicht wird: 

GOOR (oder CN) '. ie (oder CN) 
NH + HCHO + HC.NH-CO-R Nh asada haces saab 
—e COOR 


COOR (oder CN) R COOR (oder CN) 


| : 
N+ CH,+-C-NH-CO-R ——> R—-C-CH,-C+-NH-CO-R 
| 4 
door R COOR 
COOR (oder CN) eiedincs R 
% varol, 
R—-U-CH,-C+NH-CO-R > =R-€-CH,-CH-COOH. 


g SCOOR a 
I COO! R SH, 


Das Kennzeichen dieser Aminosiiuresynthese liegt in der Substitution 
eines aktiven H-Atoms durch den Alaninrest; ihr Prinzip diirfte auch 
fiir die Biosynthese von natiirlichen Aminosiuren Interesse bean- 


. Mannich u. E. Ganz, Ber. dtsch. chem. Ges. 55, 3486 | 1922). 

. Mannich u. K. Ritsert, Ber. dtsch. chem. Ges. 57, 1116 [1924 |. 

- Mannich u. M. Bauroth, Ber. dtsch. chem. Ges. 55, 3504 [1922]. 

’. Mannich u. K. Curtaz, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharm. Ges. 261, 
1926). 
* C. Mannich u. M. Bauroth, Ber. dtsch. chem. Ges. 57, 1108 [1924 |. 
10 K. N. Welch, J. chem. Soc. (London) 1930, 257; 1931, 653. 
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spruchen!!, Wir werden in Kiirze iiber einige von uns auf diese Weise 
durchgefiihrte Aminoséure-Synthesen berichten, denen wegen ihres 
glatten Verlaufs praktische Bedeutung zukommt. Da fast alle Amino- 
siuren als substituierte Alanine aufzufassen sind, erscheint es ver- 
wunderlich, daB das Prinzip der Alanin-Substitution fiir den Amino- 
siiureaufbau im Laboratorium nicht schon friiher verwirklicht worden ist. 


A. Umsetzung von Formamino-malonester mit Formaldehyd 
und Piperidin 

Formamino-malonester und Piperidin besitzen je nur ein Wasser- 
stoffatom, das mit Formaldehyd in Reaktion treten kann. In dem 
System liegen also die eingangs besprochenen giinstigen Bedingungen 
fiir eine einheitlich verlaufende Mannich-Reaktion vor. BloBes Zu- 
sammengehen der Komponenten geniigt, um innerhalb von 1 Min. in 
praktisch quantitativ verlaufender Reaktion den erwarteten [Piperidy]- 
methyl]]-formamino-malonester (III) entstehen zu lassen. Die Reaktion 
ist exotherm. Die Isolierung des Produktes ist sehr einfach, da es geniigt, 
das erstarrte Reaktionsgemisch scharf abzusaugen und mit wenig Wasser 
zu waschen, um eine fiir weitere Umsetzungen geniigend reine Substanz 
zu erhalten. Die Base kristallisiert aus Hexan in farblosen Nadeln vom 
Schmp. 77° (unkorr.). Sie ist im offenen GefiB monatelang unverander- 
lich haltbar. 

Erhitzt man [Piperidyl-methy!]-formamino-malonester mit konz. 
Salzsiiure, so entweichen Kohlendioxyd und Ameisensiure. Das nach 
Abdampfen des Lésungsmittels verbleibende farblose 01 kristallisiert 
bei 0° vollstindig durch; es stellt das Dihydrochlorid der B- Piperidy]- 
x-amino-propionsaure (IV) dar, das durch Behandeln mit trockenem 
Chlorwasserstoff in abs. alkoholischer Lésung in den Athylester iiber- 
gefiihrt wurde. 


. C00C,H, — 
N-CH,-C-NH-cHO 2S . N.GH,-CH-COOH, 2 HCl; 
P | 
COOC,H; an NH, 
IIT. IV. 


B. Umsetzungen von Formamino-malonester mit Formal- 
dehyd und anderen sekundiren Aminen 


Ebenso glatt wie mit Piperidin bildete der Formamino-malonester 
tertiiire Mannich-Basen mit den beiden cyclischen Aminen Morpholin 
und Piperazin. Beim letzteren reagierten beide sekundéren Amino- 
gruppen, so daB dem Reaktionsprodukt die Formel V zukommt. 


11 Vgl. nachfolgende Mitteilung, 
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H,C,00C COOG.H, 
| 
OHC.NH-C-CH,-N N.CH,-C+NH+CHO 


\ P l 
H,C,000 gettin COOC,H, 
V. 

Wesentlich ungiinstiger war der Reaktionsverlauf mit nichtcyclischen 
aliphatischen sek. Aminen. Nach Umsetzung mit Di-isobutyl-amin 
kristallisierte erst nach einigen Tagen die zu erwartende tertiiire Base 
aus dem Reaktionsgemisch aus, wahrend mit Dimethylamin und 
Diaithylamin iiberhaupt kein kristallisiertes Produkt erhalten wurde. 
Wir haben keine Untersuchungen dariiber angestellt, ob die Reaktion 
iiberhaupt nicht stattgefunden hat (eine Erwirmung des Gemisches 
wie im Falle der cyclischen Amine trat nicht ein), oder ob die doch ge- 
bildete Base etwa einen so tiefen Schmelzpunkt hat, da8 sie im Gemisch 
als Ol vorgelegen hat, denn unser Interesse an den Mannich-Basen der 
Acylamino-ester erstreckt sich auf ihre Brauchbarkeit als Zwischen- 
produkte fiir Aminosiéure-Synthesen und somit auf ihre leichte Bildung 
und méglichst miihelose Isolierbarkeit. 


C. Mannich-Reaktion mit Acetamino-malonester 


Der Acetamino-malonester verhielt sich dem Formamino-ester 
ihnlich. Der Reaktionsverlauf mit Piperazin und Diisobutylamin war 


vollig entsprechend, mit Morpholin und Piperidin weniger glatt, wihrend 
mit Dimethylamin, Dimethylamin-hydrochlorid und Diithylamin eben- 
falls keine kristallisierten Produkte erhalten wurden. 


D. Mannich-Reaktion mit Acetamino-cyanessigester 

Acetamino-cyanessigester reagierte glatt mit Formaldehyd und 
Piperidin. Als einziger der untersuchten Ester lieferte er auch eine 
Mannich-Base mit Diadthylamin. 


E. Verhalten von weiteren, fiir Aminosiure-Synthesen 
geeigneten Verbindungen unter den Bedingungen der 
Mannich-Reaktion 

Acetamino-acetessigester ging weder mit Piperidin noch mit 
Piperazin eine Mannich-Reaktion unter den von uns bei allen anderen 
Umsetzungen gleicher Art gewihlten einfachen Bedingungen ein. 
Nitro-essigester lieferte mit Formaldehyd und Piperazin ein glas- 
hartes, nicht kristallisiertes Produkt, dessen Elementaranalyse keinen 
AufschluB iiber seine Konstitution gab; mit Piperidin wurde kein festes 
Produkt erhalten. Nitroessigsaures Kalium setzte sich mit Formal- 
dehyd und Piperidin-hydrochlorid unter Aufschiumen zu einem gut 
kristallisierenden, bei 94° schmelzenden Stoff um, dessen Analyse darauf 
hindeutet, da& beide «-stindigen H-Atome mit Formaldehyd und 
Piperidin reagiert hatten, und daB das Reaktionsprodukt seiner Car- 
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boxylgruppe verlustig gegangen war. Es ist daher in dem Produkt eine 
Nitro-Base der Konstitution VI zu vermuten. 


Hippurester konnte trotz vielfiltiger Anderungen des Reaktions- 
milieus nicht zur Umsetzung gebracht werden; stets wurde unver- 
iindertes Ausgangsmaterial zuriickgewonnen. Die Reaktion mit H ydan- 
toin hingegen lieferte eine sehr gut kristallisierende Verbindung, deren 
Elementaranalyse anzeigte, daB zwei seiner Wasserstoffatome mit 
Formaldehyd und Piperidin reagiert hatten. Die Stellung der beiden 
Piperidylmethyl-Gruppen ist nicht bekannt. Behrend und Nie. 
meyer!? nehmen an, daf Formaldehyd nur mit den Wasserstoffatomen 
am Stickstoff reagiert, einen Beweis dafiir erbringen sie nicht. Wir 
haben keine Miihe darauf verwendet, die Konstitution der in diesem Ab- 
schnitt beschriebenen Reaktionsprodukte endgiiltig zu beweisen, da sie 
als Zwischenprodukte fiir Aminosiiuresynthesen nicht in Frage kommen. 

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die gewonnenen 
kristallisierten Reaktionsprodukte : 





Mit Formaldehyd er ; . ; 
ant Rethtidequlaaiiite Rempehenten Reaktionspr odukt Schmp. 





Piperidylmethy]-form- 
amino-malonester 
Morpholinylmethy1-form- 
amino-malonester 
Diisobutyl-aminomethyl- 
formamino-malonester 
Piperazin-N ,N’-bis-[methy- 
len-formamino-malonester) 
Morpholinylmethyl-acet- 
amino-malonester 
Diisobutylaminomethy]- 
acetamino-malonester 
Piperazin-N ,N’-bis-[methy- 
len-acetamino-malonester] (Zers.) 
Piperidylmethy]-acet- 142° 
amino-cyanessigester 5 
Diathylaminomethy]l-acet- 1290 
amino-cyanessigester = 
Nitroessigsaures Kalium—Piperidinhydro-| 1.3-Dipiperidy]-nitro- 94° 
chlorid propan ( ?) : 


, ee Bis-[piperidylmethkyl]]- 0 
Hydantoin—Piperidin hydantoin (7) 104 


Formamino-malonester—Piperidin 
Formamino-malonester—Morpholin 
F’ormamino-malonester—Diisobutylamin 
Formamino-malonester—Piperazin 
Acetamino-malonester—Morpholin 
Acetamino-malonester—Diisobutylamin 
Acetamino-malonester—Piperazin 
Acetamino-cyanessigester—Piperidin 


Acetamino-cyanessigester—Diathylamin 








12 R. Behrend u. R. Niemeyer, Liebigs Ann. Chem, 365, 38 [1909]. 
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Fiir Aminosiure-Synthesen kommt von den _ beschriebenen 
tertiaren Basen in erster Linie der Piperidylmethyl-formamino- 
malonester (ILI) in Betracht, einerseits wegen seiner einfachen Dar- 
stellungsweise, zum andern wegen der leichten Zuginglichkeit der Aus- 
gangsmaterialien. 


Beschreibung der Versuche 
(Mitbearbeitet von Erika Brend le) 


Die Darstellung der Mannich-Basen erfolgte in 0,01-m.-Ansiitzen. Sofern bei 
den einzelnen Basen keine besondere Beschreibung ihrer Darstellung gegeben ist, 
entspricht diese véllig derjenigen von Piperidylmethy]-formamino-malonester. 


1. Mannich-Basen von Formamino-malonester 


Formamino-malonester ist nach der Vorschrift von A. Galat™ in guter 
Ausbeute mit einfachen Mitteln schnell zu bereiten. 

a) Piperidylmethy]-formamino-malonester (III). 2g Formamino- 
malonester wurden ohne Erwirmen in 1 ccm Piperidin gelést und mit 0,75 ccm 
40-proz. Formalin versetzt. Die Mischung wurde schnell durchgeriihrt. Sie er- 
wirmte sich, wurde nach einigen Sek. milchig, verfestigte sich zunehmend und war 
nach 1 Min. vollkommen erstarrt. Nach Abkiithlen auf Zimmertemperatur wurde 
die Kristallmasse scharf abgesaugt und mit wenig Wasser gewaschen. Durch 
Kristallisieren aus Hexan wurde die Base in farblosen Nadeln vom Schmp. 77° 
erhalten. Ausb. 2,8 g (93% d. Th.). 

3,883 mg Sbst.: 0,319 ccm N, (23°, 736 mm). 

C,4H.,0;N, (303,3). Ber. N 9,34. Gef. N 9,18. 


B-Piperidyl-«-amino-propionsaure-dihydrochlorid (IV) 

2g der Base III wurden mit 10 ccm konz. Salzsaéure 5 Stdn. auf das sie- 
dende Wasserbad gestellt, wobei die Salzsiure hin und wieder erginzt wurde. Nach 
Verdampfen im Vakuum blieb ein gelbstichiges, dickes Ol zuriick, das sich beim 
Stehenlassen bald vollstindig mit Nadeln durchsetzte. Diese liefien sich leicht 
durch Auswaschen mit absol. Alkohol reinigen. Zersetzung unter vorheriger 
Braunfarbung bei 175°. Ausb. 1,13 g (69%). 

5,140 mg Sbst.: 7,435 mg CO,, 3,330 mg H,O. — 3,540 mg Sbst.: 0,344 ccm 
N, (20,5°, 734 mm). — 11,630 mg Sbst.: 13,330 mg AgCl. 

C,H ,02No. 2 HCl (245,2). | Ber. C 39,19, H 7,40, N 11,43, Cl 29,92. 

a Gef. C 39,46, H 7,25, N 11,11, Cl 28,34. 

Athylester: Durch Behandeln in absol. Alkohol mit trockenem Chlorwasser- 
stoff; umkrystallisiert aus absol. Alkohol, hygroskopische Prismen vom Schmp. 
145—-147°. 

3,740 mg Shst.: 0,312 cem N, (15°, 746 mm). 

C\yH2,02N2. 2 HCl (237,2). Ber. N 10,25. Gef. N 9,91. 


b) Morpholinylmethyl-formamino-malonester. 

Farblose Nadeln yom Schmp. 108° (Cyclohexan), Ausb. 78°. 

3,902 mg Sbst.: 0,301 com N, (13,5°, 747 mm). 

C,3H20,Ne2 (302,2). Ber. N 9,27. Gef. N 9,03. 

c) Diisobutylaminomethy]l-formamino-malonester. 

Aus der Reaktionsmischung schied sich ein ©] aus, das im Laufe von 2 Tagen 
durchkristallisierte. Farblose Nadeln vom Schmp. 48° (Ather). Misch-Schmp. 
mit Formamino-malonester 35°. Ausb. 62°. 


3A. Galat, J. Amer. Chem. Soc. 69, 965 | 1947}. 
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6,636 mg Sbst.: 0,453 com N, (15,5° 747 mm). 
C\7H320;Ne. (344,4). Ber. N 8,13. Gef. N 7,94. 


d) Piperazin-N,N’-bis-'methylen-formamino-malonester] (V). 

Kine Mischung von 4g Formamino-malonester und 0,85 g Piperazin 
wurde mit 1,5 com Formalin versetzt und geriihrt. Nach 1 Min. war sie villig 
erstarrt. Das isolierte und getrocknete Produkt wurde aus Benzol oder Alkohol 
umkristallisiert. Schmp. 175°. Ausb. 4,8 g (94% d. Th.). 

3,560 mg Sbst.: 0,322 com N, (15° 744 mm). 

CH 5.0 19Nq (51 6,5). Ber. N 10,84. Gef. N 10,60. 


2. Mannich-Basen von Acetamino-malonester. 

a) Morpholinylmethyl-acetamino-malonester. 

Nach 3 Tagen verfestigte sich das dlige Reaktionsprodukt zu einem Kristall- 
brei. Nadeln vom Schmp. 92° (Cyclohexan). Misch-Schmp. mit Acetamino- 
malonester 78°. Ausb. 60%. 

3,621 mg Sbst.: 0,293 com N (16° 748 mm). 

CyH.O,N- (310,2). Ber. N 9,04. Gef. N 9,31. 


b) Diisobutylaminomethyl-acetamino-malonester. 
. Kristallisation erst nach einigen Tagen. Farblose Nedeln vom Schmp. 71° 
(Ather). Ausb. 55%. 

3,003 mg Shst.: 0,199 ccm N, (18°, 746 mm). 

C,gHyO;N2 (358,5). N 7,81. Gef. Ber. N 7,63. 


c) Piperazin-bis-[methylen-acetamino-malonester]. 
Nadeln vom Zers.-Punkt 223° (Methanol). Ausb. 88%. 
3,032 mg Sbst.: 0,270 cem N (18°, 744 mm). 

CopHjgOyoN, (544,55). Ber. N 10,29. Gef. N 10,23. 


3. Mannich-Basen von Acetamino-cyanessigester. 
a) Piperidylmethyl-acetamino-cyanessigester. 
Farblose Nadeln vom Schmp. 142° (Aceton/Petrolither). Ausb. 70%. 
5,210 mg Sbst.: 11,135 mg CO,, 3,640 mg H,O. — 3,017 mg Sbst.: 0,424 cem 
N, (26,5°, 736 mm). 
C,3H2,0;N; (267,3). Ber. C 58,40, H 7,92, N 15,72. 
Gef. C 58,32, H 7,82, N 15,52. 


b) Diathylaminomethyl-acetamino-cyanessigester. 
Farblose Nadeln vom Schmp. 122° (Petrolither). Ausb. 45%. 
3,085 mg Sbst.: 0,432 ccm N, (19° 746 mm). 

C\2H.,0,N, (255,3). Ber. N 16,40. Gef. N 16,10. 


4. Mannich-Reaktion mit Nitroessigsiure und Hydantoin. 

a) 1.3-Dipiperidyl-2-nitro-propan (?) (VI). . 

Eine Mischung von 1,4 g nitroessigsaurem Kalium und 1,2 g Piperidin- 
hydrochlorid wurde unter Eiskiihlung tropfenweise mit 0,75 com Formalin 
versetzt, wobei sie sich unter Aufschaumen braun firbte. Das nach dem Abkiihlen 
ausgeschiedene Kristallisat wurde mit Alkohol ausgekocht. Der alkoholische 
Extrakt schied in der Kalte farblose Blittchen vom Schmp. 94° aus. Misch-Schmp. 
mit Nitroessigsiure 76°. 

5,024 mg Sbst.: 11,325 mg CO,, 4,460 mg H,O. — 3,250 mg Sbst.: 0,475 ecm 

N, (23°, 744 mm). 

C,3H,;0,N; (255,35) (IV). Ber. (61,14, H 9,87, N 16,45. 

Gef.: C 61,44, H 9,93, N 16,52. 
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b) Dipiperidylmethyl-hydantoin (?). 


2g Hydantoin wurden mit 1,5 ccm Formalin, 2ccm Piperidin und 
4ccm Eisessig versetzt. Aus der klaren Lésung schied sich iiber Nacht unver- 
indertes Hydantoin vom Schmp. 212° ab. Aus der iiberstehenden Liésung wurde 
mit 2-n. Natronlauge ein zweites Kristallisat zur Abscheidung gebracht: Farb- 
lose Nadeln’ vom Schmp. 104° (aus Ather). 

5,058 mg Sbst.: 113,65 mg CO,, 3,870 mg H,O. — 3,236 mg Sbst.: 0,55] ccm 

Nz (23,5°, 744 mm). 

C,;H2,0.N, (294,4). Ber. C 61,20, H 8,90, N 19,03. 

Gef. C 61,28, H 8,56, N 19,19. 


Ohne Zusatz von Fisessig trat keine Reaktion ein. 


Uber eine Synthese von d,/-Tryptophan aus Indol 
Von 
Adolf Butenandt, Heinrich Hellmann und Elisabeth Renz 
Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Tiibingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Dezember 1948) 


Uber den Weg der biologischen Synthese des Tryptophans ist wenig 
bekannt. Guggenheim! hilt die Bildung ,,durch Verkettung von 
Kohlenhydraten (Hexosen und Pentosen) und ihren Spaltprodukten 
(z. B. Glyoxal, Brenztraubensiiure), Dehydratisierung und red. An- 
lagerung von Ammoniak fiir méglich’‘. Es handelt sich jedoch um eine 
Annahme, die durch keine experimentellen Befunde gesichert ist. Seit 
kurzem kennt man Teilvorginge der biologischen Bildung des Trypto- 
phans bei einigen Mikroorganismen; Neurospora crassa beispielsweise 
baut es in letzter Reaktionsphase aus Indol und Serin auf*. Man darf 
annehmen, da dieser Aufbauweg nicht auf wenige bisher bekannte 
Fille im Reich der Kleinlebewesen beschrinkt sein wird, da sich bereits 
eine Reihe der bei Neurospora aufgefundenen Stoffwechselprozesse als 
von genereller Bedeutung erwies. 

Bemerkenswerterweise hat das Prinzip der Tryptophanbildung aus 
Indol und Serin bisher im Laboratorium noch keine Anwendung ge- 
funden, denn es ist noch keine Synthese fiir d,/-Tryptophan bekannt, 
bei der die ganze Alaninseitenkette mit dem unsubstituierten Indol 
verkniipft wird. Mit einer einzigen Ausnahme gehen alle Synthesen von 
einem Indolderivat aus, das bereits in 3-Stellung das f-C-Atom der 
Alaninseitenkette triigt. Die alteren Synthesen verwenden {-Indolyl- 


1 M. Guggenheim, ,,Die biogenen Amine“, Basel 1940, S. 526. 
2 KE. L. Tatum u. D. Bonner, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 30, 2, 30 | 1944}. 
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aldehyd’, die neueren Gramin (f-Dimethylaminomethyl-indol)* als 
Ausgangsmaterial; die erwihnte Ausnahme liegt in der Ringschlub- 
Reaktion am Phenylhydrazon des y-Acetamino-y,y-dicarbithoxy-butyr- 
aldehyds nach Art der Fischerschen Indol-Synthese® vor. 

Wir haben nun eine einfache Synthese des d,/-Tryptophans aus- 
gearbeitet, die dem oben erwihnten Prinzip entspricht. Der durch 
Mannich-Reaktion sehr leicht und mit hoher Ausbeute zugiingliche 
Piperidylmethyl-formamino-malonester (I)® kondensiert glatt 
mit Indol zum Skatyl-formamino-malonester (II), der durch 
Hydrolyse mit Alkali und Decarboxylierung in schwach saurer Lésung 
Tryptophan (III) liefert. Wird die Kondensation in siedendem Xylol 
mit Natriumhydroxyd als Kondensationsmittel — den bisher vorteil- 
haftesten Bedingungen — durchgefiihrt, so erhiilt man das Endprodukt 
d,l-Tryptophan in 71-proz. Ausbeute (berechnet:auf Indol). 





COOR 
] 

7 \—— -CH,-C+ NH.CHO 

[+ 7 N. OH, C.NH.CHO —> | | | 
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3ci der Ausarbeitung der Reaktionsbedingungen wurden folgende Beobach- 
tungen gemacht: Erhitzt man Indol und die Mannich-Base I in Toluol ohne Kon- 
densationsmittel, so entsteht ein Gemisch aus gleichen Teilen des Kondensations- 
produkts II und eines kristallisierten Stoffes, der durch Vergleich mit einer aus 
Indol, Piperidin und Formaldehyd dargestellten Probe als Piperidyl-skato! 
(IV) identifiziert wurde. Die Entstehung der tertiiren Base IV ist leicht zu ver- 
stehen, denn Mannich-Basen, die aus Verbindungen mit tertiirem C-Atom ent- 
standen sind, kénnen beim Erhitzen wieder in ihre Komponenten zerfallen; aus 
Piperidylmethyl-formamino-malonester werden Piperidin und Formaldehyd frei, 













3 A. Ellingeru. C. Flamand, diese Z. 55, 8 {| 1908); Ber. dtsch. chem. Ges. 
40, 3029 {1907;; R. Majima u. M. Kotake, Ber. dtsch. chem. Ges. 55, 3859 
{1922,; W. J. Boyd u. W. Robson, Biochem. J. 29, 555, 2256 |1935]; J. Elks, 
D. F. Elliott u. B. A. Hems, J. chem. Soc. (London) 1944, 629. 

4 H.R. Snyderu.C. W. Smith, J. Amer. Soc. 66, 350|1944|; E. E. Howe, 
A.J.Zambito, H.R. Snyder u. M. Tishler, J. Amer. chem. Soc. 67, 38/1945 ; 
N. F. Albertson, S. Archer u. C. M. Suter, J. Amer. chem. Soc. 66, 500 | 1944 : 
67, 36|1945|; N. F. Albertsonu. B. F. Tullar, J. Amer. chem. Soc. 67, 502{1945 ; 
B. Hegediis, Helv. chim. Acta 29, 1499 | 1946). 

5 p.T. Warner u. O. A. Moe, J. Amer. chem. Soc. 70, 2765 {1948}. 
6 Vgl. vorstehende Mitteilung. 
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die nun mit Indol zur Base IV zusammentreten’. Der Ersatz des Toluols durch 
Benzol hat eine Verschlechterung der Ausbeute an Kondensationsprodukt ITI zur 
Folge; bei Verwendung von siedendem Xylol als inertem Lésungsmittel wurde 
beobachtet, da ohne Kondensationsmittel in 70-proz. Ausbeute nur die Base IV 
aus der Reaktions-Mischung auskristallisierte, wahrend sich bei Zusatz von Natrium- 
hydroxyd nur das gewiinschte Kondensationsprodukt II in 76-proz. Ausbeute 
abschied. Die Verwendung von noch héher siedendem Lésungsmittel (Mesitylen) 
fihrte zu schlechteren Ausbeuten. Kondensationsversuche in absol. Athanol allein 
oder unter Zusatz von Athyljodid oder Dimethylsulfat und Alkali verliefen un- 
—- im Einklang steht mit vergeblichen Versuchen zur Darstellung quar- 
tirer Salze der Base Piperidylmethy]l-formamino-malonester. Verwendung des 
héher siedenden Isoamy]-alkohols an Stelle von Athanol verbesserte die Ausbeute 
nicht. Endlich versuchten wir noch ohne Erfolg eine Steigerung der Ausbeute bei 
der Kondensation durch Einsatz von mehr als molaren Mengen an Esterbase zu 


erzielen. 
Das Kondensationsprodukt II ist identisch mit demjenigen, das 
wir durch Umsetzung von Formylamino-malonester mit Diithylamino- 
methyl-indol erhalten hatten®. Die besten Bedingungen fiir seine 
Hydrolyse und Decarboxylierung zu d,/-Tryptophan wurden bereits 
beschrieben. 
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Beschreibung der Versuche 


Kondensation von Indol mit Piperidyl-formamino- 
malonester (1:1) in siedendem Xylol mit Natriumhydroxyd als 
Kodensationsmittel 


117g Indol, 3g Piperidylmethyl-formamino-malonester (I) und 
0,13 g gepulvertes Natriumhydroxyd wurden in 8 ccm wasserfreiem Xylol 
5 Stdn. bei FeuchtigkeitsausschluB im Sieden gehalten. Durch ein zur Kapillare 
ausgezogenes Glasrohr, das bis auf den Boden des Reaktionsgefifes reichte, wurde 
dauernd Stickstoff durch die Lésung geblasen. Durch diese Anordnung wurde 
Luftsauerstoff fern gehalten und gleichzeitig fiir stiéndige Durchmischung des 
Kolbeninhalts gesorgt. Die Reaktionsmischung erstarrte zumeist bereits bei 
Zimmertemperatur, manchmal erst nach Kihlung auf 0°. Die Kristalle wurden 
scharf abgesaugt und mit Petrolither gewaschen. Schmp. des Rohproduktes 176°. 
Durch Umkristallisieren aus Alkohol/Wasser wurde der Skatyl-formamino- 
malonester (II) in farblosen Nadeln vom Schmp. 179° (unkorr.) erhalten. Ausb. 


2,5 g (76%). 
4,906 mg Shbst.: 11,065 mg CO,, 2,670 mg H,O. — 3,374, 3,134 mg Sbst.: 
0,250 (25°, 748 mm), 0,229 (25,59, 748 mm) ccm Ng. 


C,,H,,0,N, (332,35). Ber. C 61,43, H 6,07, N 8,43. 
Gef. C 61,52, H 6,09, N 8,36; N 8,23. 






















Kondensationsversuche mit und ohne Kondensationsmittel unter 
Verwendung verschiedener Lésungsmittel 

Saimtliche Kondensationsversuche wurden durch 5stdg. Kochen in dem je- 

weiligen Lisungsmittel durchgefiihrt. Unter bestimmten Reaktionsbedingungen 

kristallisierte beim Erkalten der Mischung ein Stoff vom Schmp. 161° (unkorr.) 

aus, der eine Rotfairbung mit Ehrlichs Reagens gab und durch Misch-schmelz- 






7 H. Kihn u. O. Stein, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 569 '1937]. 
8 H. Hellmann, diese Z. 284, 167 [1949]. 
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punktsprobe als Piperidyl-skatol (IV) identifiziert wurde. Es kann gegebenen- 
falls zum Hauptprodukt der Reaktion werden. 
5,219 mg Sbst.: 15,010 mg CO,, 3,900 mg H,O. — 3,219 mg Sbst.: 0,358 ccm 
N, (15°, 741 mm). 
C,4H,.N, (214,3). Ber. C 78,46, H 8,46, N 13,07. 
Gef. C 78,48, H 8,36, N 12,85. 


In der folgenden Tabelle sind die Versuchsergebnisse mit Benzol und seinen 
Methylhomologen als Lésungsmittel zusammengestellt. Die jeweilige praktische 
Durchfithrung unterschied sich nicht wesentlich von der eingangs mit Xylol ge- 
schilderten. 


Kondensation von Indol mit Piperidylmethyl-formamino-malonester (1 : 1) 





Kondensations- Ausbeute 
nittel Kondensat. Prod. II | Piperidylskatol (IV) 


NaOH = 13% 


Lésungsmittel 











NaOH 21%, - 
— 16% 22%, 
NaOH 76% we 
sa awe 70% 
NaOH 10% ee 











Fri. M. Lierse danken wir fiir ihre eifrige Mitarbeit bei diesen Versuchen. 


Uber die jodometrische Amino-Stickstoff-Bestimmung 
nach Pope-Stevens 


Von 
H, M. Rauen, G. Leonhardi und Marianne Buchka 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Februar 1949) 


Das von Pope und Stevens! mitgeteilte Verfahren zur Be- 
stimmung des Amino-Stickstoffs von Aminosiiuren und Peptiden be- 
sitzt gegeniiber den seither iiblichen anderen Methoden viele Vorteile 
und zeichnet sich durch Einfachheit aus, so daB eine kritische Nach- 
arbeitung wiinschenswert erschien. 

Das Prinzip des Verfahrens ist folgendes: Aus einer borat-gepuf- 
ferten Kupferphosphat-Suspension wird durch Anwesenheit von Amino- 
siuren so viel Cu herausgelést, daB ein definierter Cu-Aminosiuren- 
komplex entsteht. Beim anschlieBenden Filtrieren bleibt das nicht ver- 


1 C. G. Pope u. M. F. Stevens, Biochem. J. 38, 1070 [1939]. 
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brauchte Cu-Phosphat auf dem Filter. In einem aliquoten Teil des 
Filtrats wird dann das Cu jodometrisch bestimmt. Das Cu-Phosphat 
gibt keinen Leerwert, d. h. ohne Aminosiuren geht kein Cu in Lésung. 

Viele Aminosiiuren geben unter den Versuchsbedingungen dieser 
Methode gut lésliche Cu-Komplexe. Cystin, Methionin, Tryptophan, 
Leucin und Phenylalanin kénnen jedoch nicht fiir sich bestimmt wer- 
den, weil sie nur wenig lésliche Cu-Komplexe bilden. Man kann aber 
die Léslichkeit jener Komplexe durch Zusatz von genau bekannten 
Mengen ,,lésungsvermittelnder“ anderer Aminosiiuren (Asparaginsiure, 
Glykokoll) erhéhen. Sie werden somit der Bestimmung zuginglich, 
und ihr Gehalt ergibt sich nach Abzug des zugesetzten Aminosiure-N 
vom. Gesamtamino-N. Mit Aminosiurengemischen, teilweisen oder 
vollstindigen EiweiBhydrolysaten werden nur lésliche gemischte Cu- 
Komplexe erhalten. 

Prolin und Oxyprolin kénnen nach van Slyke nicht bestimmt 
werden, sie bilden aber gut lésliche Cu-Komplexe nach dem obigen 
Verfahren. Liegen neben jenen Iminosiuren noch andere Aminosduren 
vor, so kann bei Anwendung beider Verfahren der Imino-Stickstoff als 
Differenz bestimmt werden. Ammoniak stért bei der Methode nach 
van Slyke, nicht dagegen bei der Methode nach Pope- Stevens. Fiir 
klinische Untersuchungen ist bedeutungsvoll, daB auch Harnstoff, 
Harnsdure und Kreatinin nicht stéren?, Monoamino-monocarbon- 
siuren und Monoamino-dicarbonsiuren bilden Cu-Komplexe mit dem 
Verhaltnis 2 Aminosiuren: 1 Cu. Histidin bildet einen Komplex (Histi- 
din), Cug. Die Titrationsergebnisse miissen, wenn Histidin allein vor- 
liegt, mit 0,75 multipliziert werden. Lysin und Arginin reagieren nur 
mit dem «-Amino-N und bilden ganz entsprechende Cu-Komplexe wie 
die Vertreter der genannten Gruppen. 

Wir haben uns genau an die Arbeitsvorschriften der englischen 
Autoren gehalten, mit dem einzigen Unterschied, da wir nicht Kupfer- 
chlorid, sondern Kupfersulfat zur Herstellung der Cu-Phosphat-Suspen- 
sionen gebrauchen konnten. An den Ergebnissen hat sich dadurch, wie 
wir spiter feststellen konnten, nichts geindert. Tab. 1 gibt die Werte 
mit einzelnen Aminosiuren wieder. In der ersten Spalte sind die nach 
Mikro-Kjeldahl bestimmten Stickstoffwerte verzeichnet und in 
der zweiten Spalte die nach Pope-Stevens gefundenen Werte fiir 
Amino-N. Wie aus der dritten Spalte ersichtlich, sind die Differenzen 
zum Teil erheblich und kénnen bis iiber 10% betragen. — In den 
meisten Fallen beobachteten wir eine merkwiirdige Syste- 
matik der Abweichung. Bei niedrigen Amino-N-Werten der Ver- 
suchsreihen fanden wir meist weniger und bei den héheren Werten mehr 
Stickstoff als vorgelegt wurde. So ergibt sich, da8 bei einzelnen Amino- 
siiuren der Fehler der Methode relativ groB ist. Man kann diesen Fehler 


2 G. Herrning u. S. Borelli, Klin. Wschr. 26 .420 [1948]. Hier auch 
Wiedergabe methodischer Einzelheiten. 
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aber einschranken, indem man eine Verdiinnungsreihe ansetzt, was 
sich bei der Handlichkeit des. Verfahrens unschwer durchfiihren lift 
und dann den Mittelwert aus mehreren Bestimmungen nimmt, oder 
indem man nach bekannten mathematischen Verfahren den Fehler 
eliminiert. 

In Tab. 2 sind Versuchsreihen mit Proteinhydrolysaten wieder- 
gegeben. Mit Gelatinehydrolysat kann keine theoretische Uberein- 
stimmung zwischen vorgelegtem Ges.-N und gefundenem Amino-N 
nach Pope-Stevens erwartet werden, da Gelatine einen relativ hohen 
Gehalt an Hexonbasen enthialt, bei denen nicht die Relation 1 Cu:2 N 
besteht. Eine weit gréBere Abweichung zwischen Gesamt-N und Amino-N 
nach Pope-Stevens hatte aber mit Clupein-C-Hydrolysat gefunden 
werden miissen, denn etwa 90% des Gesamt-N vom Clupein C sind 
Arginin-N. Arginin geht mit Cu einen Komplex 1Cu:8N ein. Die 
Pope-Stevens-Werte liegen also viel zu hoch, d.h. es wird mehr Cu 
gebunden als dem vorhandenen Amino-N entspricht. Entfernt man 
aus Clupein-C-Hydrolysat das Arginin durch Austauschadsorption mit 
Wofatit C%, so verbleibt nur der Monoaminosiurenanteil. Mit diesem 
beobachteten wir wieder eine theoretische Cu-Komplexbildung, aller- 
dings mit den bereits besprochenen systematischen Abweichungen. 
Mit 3 Konzentrationsstufen wurden stets mehrere Parallelansitze ge- 
macht um die Streuungsbreite der Einzelwerte festzustellen. Die Diffe- 
renzen in der letzten Spalte der Tab. 2 geben hieriiber Auskunft. 

Die systematischen Abweichungen beobachteten wir auch mit 
verschiedenen Di- und Tripeptiden, wie Tab. 3 erkennen laBt. Diese 
bilden Cu-Komplexe mit dem Verhiltnis 1 Cu:1 Peptid, d. h. bei Dipep- 
tiden 1 Cu:2 N und bei Tripeptiden 1 Cu:3 N. 

Histidin gibt nach den englischen Autoren den Komplex (Histi- 
din),Cu,. Ihre Werte fiir Histidin zeigen ebenfalls den von uns beob- 
achteten systematischen Fehler. Wir erhielten mit reinem Histidin 
folgende Ergebnisse: 





mg Amino-N mg Amino-N Differenz 


vorgelegt bestimmt ( x 0,75) 











1,39 1,45 
2,79 3,05 
4,18 4,75 
5,57 6,57 
6,96 8,24 
8,35 10,00 








Die Abweichungen der gefundenen von den vorgelegten Mengen 
Histidin sind fiir eine Bestimmungsmethode betrachtlich. 


3H. M. Rauen u. K. Felix, diese Z. 283, 139 [1948]. 
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Tab. 1. Amino-N-Bestimmung nach Pope-Stevens in Lésungen einzelner Amino- 
siuren 





Differenz 


Aminosiure 


mg Amino-N 
vorgelegt 


mg Amino-N 
bestimmt 


in mg 


Gaery 
in 





Glykokoll 


Alanin 


Glutaminsaure 


Arginin-HCl 





1,60 
3,99 
7,98 

11,97 


3,65 
7,28 
10,92 
14,55 
18,20 


0,71 
1,07 
2,85 
3,56 
4,27 
5,34 


4,26 
7,10 
12,79 
15,63 


1,57 
3,14 
4,71 


0,48 
1,20 
1,93 
2,41 
3,62 


0,85 
2,13 
3,40 
6,38 


1,74 
3,48 
5,22 
6,96 
8,70 
10,44 


3,69 
4,92 
6,15 
7,38 
8,62 
11,05 








— 0,08 
+ 0,23 
+ 0,81 
+ 1,36 


— 0,33 
— 0,13 
— 0,02 
+ 0,08 
+ 0,05 


— 0,08 
— 0,01 
+ 0,10 
+ 0,27 
+ 0,52 
+ 0,63 


— 0,23 
— 0,06 
+ 0,01 
+ 0,06 


+ 0,15 
+ 0,34 
+ 0,58 


— 0,04 
— 0,01 
+ 0,10 
+ 0,14 
+ 0,35 


— 0,01 
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Tab. 2. Amino-N-Bestimmungen in Gelatinehydrolysat, Clupein-C-Hydrolysat 
und der Monoaminosiaurenfraktion des Clupeins C 





mg Ges..N | mg Amino-N Differenz 


Hydrolysat vorgelegt bestimmt in mg in % 








| 


- 


Gelatine 2,59 2,27 — 0,32 

6,48 6,00 — 0,48 
10,37 9,56 —0,81 
12,96 12,04 — 0,92 
18,44 17,55 —1,81 


oe eo or) GO em aT He SO 


. 


Sy 


Clupein C 4,44 3,13 — 1,31 
11,10 9,85 — 1,25 
17,75 17,30 — 0,45 
22,30 22,40 + 0,20 
33,60 "| + 0,90 


ae ae SE 
m bo 


Monoaminosiaurefraktion 

des Clupeinhydrolysates 0,67 5 — 0,10 
1,68 — 0,13 
— 0,14 
— 0,13 


bel hs 
~1 to tat 


» 


— 0,15 
— 0,13 


. 


— 0,08 


~ 


SNONBRON® 
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- 


— 0,08 
— 0,05 
— 0,05 
+ 0,01 
— 0,05 
+ 0,04 
+ 0,01 
+ 0,04 
+ 0,01 
5,05 + 0,01 
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Tab. 3. Amino-N-Bestimmungen in Di- und Tripeptiden. Als Bezugswert in 
Sp.1 sind Amino-N-Werte angegeben (Dipeptide: Gesamt-N/2, Tripeptide: 
Gesamt-N/3) 





mg Amino-N | mg Amino-N Differenz 


Peptid vorgelegt bestimmt in mg in % 





Glycyl-glycin-HCl . . . 1,84 1,82 —0,02 | — 1,l 
3,68 3,68 ~- -+- 0,0 
5,52 5,60 +0,08 | + 1,45 


dl-Leucyl-glycin. . . . 2,23 2,24 + 0,01 1+. O,4 
4,46 4,50 40,04 | + 09 
6,69 6,75 + 0,06 | + 0,9 
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olysat Peptid mg Amino-N | mg Amino-N | Differenz 
P vorgelegt bestimmt in mg in % 





d,l-Leucyl-glycyl-glycin . + 0,04 
+ 0,12 
+ 0,12 


Ww He GO 
bo GO bo 


i 


bo > Or Go Go 


Glutathion — 0,04 
} — 0,01 
+ 0,19 
+ 0,33 
+ 0,42 


. 


t+ | 


, oe 














. 


Tab. 4. Amino-N-Bestimmungen von Tryptophan und Methionin durch ,,lésungs- 
vermittelnde“ Zusitze von Glykokoll oder Asparaginsaure 





G t-Amino-N . 
mg Amino-N mg Amino-N scien Differenz 
vorgelegt zugesetzt berechnet | gefunden 


mg mg in mg 








Tryptophan Glykokoll 
1,15 


4,04 5,19 4,40 — 0,79 
1,15 6,06 7,21 6,52 — 0,69 
1,15 8,08 9,23 9,25 + 0,02 
1,15 10,10 11,25 11,25 mins 
_ Asparaginsaure 
1,15 6 7,23 6,77 — 0,19 
1,15 2 13,31 13,30 — 0,01 
1,15 16,35 16,35 — 
Methionin 
8,36 8,18 — 0,18 
10,26 10,23 — 0,03 
Asparaginsdure 
sli 11,78 11,75 — 0,03 
12,16 14,82 14,8] — 0,01 
2,66 15,20 17,86 17,85° | —0,01 
Glycyl-Glycin Serin 
1,84 3,48 5,32 5,19 — 0,13 
3,68 1,72 5,40 5,16 | —0,24 
Leucyl-glycin Serin 
2,23 1,72 3,95 3,75 — 0,20 i 
2,23 3,43 5,66 5,71 + 0,05 | — 0, 

















Die allein nicht bestimmbaren Aminosiuren Tryptophan und 
Methionin lassen sich nach dem schon erwihnten Vorgehen durch Zu- 
satz genau bekannter Mengen Glykokoll oder Asparaginsiure ebenfalls 
analysieren. Tab. 4 gibt hierfiir einige Beispiele. Sie enthilt auch zwei 
Versuchsreihen mit Dipeptiden und Serin als Zusatz. 

EiweiBhydrolysate enthalten manchmal gréBere Mengen von an- 
organischen Salzen, wenn die zur Hydrolyse benutzte Siure oder das 
Alkali nicht entfernt werden kénnen. Um zu priifen, ob Neutralsalze 
die Amino-N-Bestimmung nach Pope-Stevens stéren, haben wir die 
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folgende Versuchsreihe mit der Monoaminosiurenfraktion des Clupein C 
angesetzt : 





vorgelegt Zusatz von wiedergefunden 
mg N n-KCl mg N 





0,33 — 0,28 
0,52 —_ 0,48 
0,99 — 1,01 
0,33 5 ccm 0,14 
0,52 8 ccm 0,18 
0,99 15 ccm 0,25 











In einer weiteren Versuchsreihe wurden jeweils gleichen Mengen 
von Amino-N in Form eines Hydrolysates von Clupein C steigende 
Mengen von KCI zugefiigt. Je Ansaiz 13,9 mg Ges.-N als Clupein-C- 
Hydrolysat, neutralsalzfrei: 

Zusatz von 2-n. KCl 
ccm — 1 > 3 4 5 7 9 12 

Amino-N nach Pope- 

Stevens 10,72 10,72 10,72 10,72 10,78 10,78 11,00 11,00 11,01 


Ist im Verhaltnis zu wenig Amino-N viel Neutralsalz vorhanden, 
so wird die Bestimmung empfindlich gestért. Sind dagegen gréBere 
Mengen Amino-N vorhanden, tritt offenbar keine Stérung ein. 

Die englischen Autoren fanden ihre Methode brauchbar zur Ver- 
folgung des Hydrolysenfortschritts von Proteinen. Wir haben nun noch 
festzustellen versucht, ob auch die allerersten spaltenden Eingriffe mit 
dieser Methode nachweisbar sind, die man mit den iiblichen Amino-N- 
Bestimmungsmethoden nicht erfassen kann. Wir haben in 8 Glas- 
ampullen je 2ccm Lsg. von Clupein-A-methylesterhydrochlorid mit 
je 2cem 4-n. HCl versetzt, zugeschmolzen und verschieden lang im 
kochenden Wasserbad gehalten. Nach dem Abkiihlen wurde geéffnet 
und jeweils 3ccm zur Bestimmung benutzt. 


Zeit in Min. 0 5 10 15 20 30 60 
mg Cu titriert 1,0 1,02 1,045 1,45 1,84 2,20 2,91 


Es lassen sich also geringe Mengen durch Hydrolyse freigewordener 
Aminogruppen mit der Pope-Stevens-Methode unschwer nachweisen. 

SchlieBlich haben wir noch zwei Versuche mit Tyrosin und Alanin 
durchgefiihrt, in denen wir die Werte fiir Amino-N nach Pope- Stevens 
und nach van Slyke miteinander verglichen haben. Hier stimmten 
die Ergebnisse gut iiberein. 





mg Amino-N nach | mg Amino-N nach 
Pope-Stevens van Slyke 


Aminosiaure | Amino-N vorgelegt 








Tyrosin 5 14,5 
8 13,8 
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Nach AbschluB dieser Arbeit ist uns eine Mitteilung von Woiwod* 
bekannt geworden, der diese Bestimmungsmethode modifizierte und 
zur Anwendung auf kleinste Aminosiuremengen iibertrug. 


Zusammenfassung 


Die Amino-N-Bestimmung nach Pope-Stevens wurde iiberpriift. 
Nur in einem bestimmten Konzentrationsbereich an Amino-N (meist 
um 2 mg pro Versuchsansatz) erhielten wir befriedigende Ergebnisse. 
Unterhalb desselben fanden wir meist weniger und oberhalb meist mehr. 
Die Methode besitzt somit einen systematischen Fehler. 

Histidin zeigt diesen systematischen Fehler besonders deutlich. 

Kleinere Mengen Mineralsalze stéren die Bestimmung nicht, wohl 
aber gréBere. 

Die Methode ist so empfindlich, daB die bei den ersten hydro- 
lytischen Eingriffen in das EiweiBmolekiil freiwerdenden Aminogruppen 
nachgewiesen werden kénnen. 


4 Woiwod, Biochem. J. 42, XX XIII [1948]; Nature (London) 161, 169 
[1948 ]. 


Einwirkung von Dicumarol und Vitamin K auf den Prothrombin- 
und Ac-Globulinspiegel 
Von 
K, Felix, I. Pend], P. Pin und L. Roka 


Aus dem [nstitut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25, Januar 1949) 


Wenn Prothrombin in Thrombin umgewandelt wird, wirken Throm- 
bokinase, Ac-Globulin und Calciumionen zusammen. Wahrend Throm- 
bokinase erst im Augenblick der Gerinnung von den Zellen ins Blut 
abgegeben wird, sind Prothrombin, Ac-glubulin! ? und Calciumionen 
bereits im Plasma vorhanden. Bei der Fraktionierung der Plasma- 
proteine geht die gesamte Prothrombinaktivitat in eine Globulinfrak- 
tion. Dort ist sie an ein Euglobulin gebunden, das chemisch noch nicht 
einheitlich ist, etwa 4% Kohlenhydrate enthalt und im elektrischen 
Feld wie ein £-Globulin wandert®. Das Ac-Globulin wird in einer 
anderen Euglobulinfraktion wiedergefunden. Dieses Euglobulin wandert 
im elektrischen Feld rascher als a-, B- oder y-Globuline und ist auch 
noch nicht chemisch einheitlich?. 


1 A.G. Ware, M.M. Guest u. W. H. Seegers, Science (New York) 106, 
41 [1947]. 

2 A. G. Ware, M.M. Guestu. W. H. Seegers, J. biol. Chemistry 169, 231 
[1947]; 172, 699 [1948]. 

3 W.H. Seegers, J. biol. Chemistry 186, 103 [1940]. 
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Das Thrombinmolekiil ist mit einem Molekulargewicht von 77000 
etwa halb so groB wie das Prothrombinmolekiil (Mol.-Gew. um 140000). 
Jedoch ist nicht bekannt, ob das Prothrombin in zwei Molekiile Throm- 
bin zerfallt oder ob ein inaktiver Teil abgespalten wird*. Der Kohlen- 
hydratgehalt soll bei der Umwandlung von Prothrombin in Thrombin 
etwas zunehmen®. Im Prothrombin, nicht dagegen im Thrombin sollen 
Disulfidbindungen vorhanden sein, denn BAL, Cystein und Glutathion 
inaktivieren in vitro Prothrombin nicht aber Thrombin®$. 

Ac-Globulin ist fiir die Umwandlung von Prothrombin in Thrombin 
erforderlich. Wenn es vermindert ist, wird Prothrombin trotz Uber- 
schuB von Thrombokinase und optimaler Calciummenge nur sehr lang- 
sam in Thrombin iibergefiihrt. Es wird bei der Gerinnung nicht ver- 
braucht; seine Aktivitét scheint sogar zuzunehmen?. 

Auf Grund ihrer EiweiBnatur ist anzunehmen, daB Prothrombin 
und Ac-Globulin am staindigen Umsatz der PlasmaeiweiBkérper teil- 
nehmen. Diese werden laufend neugebildet und von den Bildungsorten 
(Leber, Knochenmark, Reticuloendothel u.a.) ins Blut abgegeben, 
kreisen dort eine Zeit lang, um dann wieder zu verschwinden, wahr- 
scheinlich durch Ubertritt ins Gewebe und durch proteolytischen Ab- 
bau®. Die einzelnen PlasmaeiweiBkérper werden verschieden rasch 
ausgewechselt. Fibrinogen, «- und f£-Globuline am raschesten — naim- 
lich in 24 Stdn. zur Halfte’. Da Prothrombin sich wie ein £-Globulin 
verhalt, wird fiir dieses auch eine Halbwertszeit von 24 Stdn. ange- 
nommen. Wie und wohin das Prothrombin aus dem Blut verschwindet, 
ist noch nicht bekannt. Neugebildet wird es in der Leber. Zustrom in 
die Blutbahn und Verschwinden daraus sind so gesteuert, daf ein kon- 
stanter Spiegel aufrecht erhalten wird. In besonderen physiologischen 
Zustinden (Schwangerschaft, vegetative Tonuslage u.a.) sowie bei 
bestimmten Erkrankungen (Leberschiidigungen u.a.) und unter der 
Einwirkung verschiedener Stoffe (Salze seltener Erden, Dicumarol 
u. a.) andert sich der Prothrombinspiegel. Dabei kann derselbe Zustand 
auf verschiedene Weisen zustande kommen. Senkung des Prothrombin- 
spiegels kann auBer durch Verschieben des Gleichgewichtes zwischen 
Zustrom und Verschwinden auch noch dadurch eintreten bzw. vor- 
getauscht werden, daB die Umwandlung von Prothrombin in Thrombin 
blockiert oder Prothrombin in der Peripherie inaktiviert wird. 

Beim Ac-Globulin ist weder etwas iiber seine Neubildung noch 
iiber sein Verschwinden bekannt, noch iiber physiologische und patho- 
logische Schwankungen seines Gehaltes im Plasma. 

Zur naheren Klairung der Natur und Biologie jener beiden Ge- 
rinnungsfaktoren haben wir den Prothrombin- und Ac-Globulinspiegel 
unter der Einwirkung von Dicumarol und Vitamin K verfolgt. 





4 J.T. Edsall, persénl. Mitteilung. 
5 P. Fantl u. M. Nance, Nature (London) 159, 777 [1947]. 
6 G.H. Whipple. Physiol. Rev. 20 [1940]. 
* I. J. Zeidis, E. I. Alling u. Mitarbb., J. exp. Med. 81, 515 [1945]. 








Dt et oo Ole 


Noo 








(1949) 


7000 
000), 
rom- 
hlen- 
mbin 
ollen 
hion 


nbin 
Iber- 
ang- 
ver- 


nbin 
teil- 
rten 
ben, 
ahr- 
Ab- 
asch 
am- 
ulin 
age- 
det, 
1 in 
on- 
hen 
bei 
der 
irol 
and 
in- 
hen 
Or- 
bin 


och 
ho- 


7e- 


gel 








Bd. 284 (1949) Prothrombin- und Ac-Globulinspiegel 187 


Bevor wir unsere Versuche und Ergebnisse besprechen, miissen 
wir auf die Methoden der Prothrombin- und Ac-Globulinbestimmung 
eingehen. Prothrombin la Bt sich nicht direkt, sondern nur als Thrombin 
bestimmen. Als MaB gilt die Zeit, die verstreicht, bis Fibrinogen in 
Fibrin iibergefiihrt ist, wobei durch Zusatz von Thrombokinase und 
Calciumionen dafiir gesorgt wird, daB die Gerinnungszeit nur von der 
Umwandlung des Prothrombins in Thrombin abhangt (Prothrombinzeit). 
Wird unter diesen Bedingungen wenig oder kein Thrombin gebildet, 
so schlieBt man daraus, daB8 Prothrombin vermindert ist oder véllig 
fehlt. Es kénnte aber sein, da8 Prothrombin als Substanz zwar in nor- 
maler Menge vorhanden, jedoch so veriindert ist, daB es nicht mehr 
zu Thrombin aktiviert werden kann. Es gelingt aber nicht, weniger ak- 
tives Prothrombin in vitro wieder auf seinen urspriinglichen Zustand 
zu reaktivieren.' 

Die erwihnte einzeitige Methode* miBt nur dann das gesamte 
vorhandene Prothrombin, wenn Ac-Globulin in optimaler Menge vor- 
handen ist. Bei Mangel an Ac-Globulin entspricht die gemessene Ge- 
rinnungszeit nur dem Prothrombinanteil, der entsprechend dem Ge- 
halt an Ac-Globulin beim Auftreten des Gerinnsels bereits in Thrombin 
iibergegangen ist. Es wird also um so weniger Prothrombin erfaBt, je 
weniger Ac-Globulin vorhanden ist. 

Es gibt noch eine zweizeitige Methode zur Prothrombinbestim- 
mung®. Hier wartet man erst ab, bis das gesamte Prothrombin in 
Thrombin umgewandelt ist, und setzt dann erst die Fibrinogenlésung 
zu. Jetzt entspricht die Gerinnungszeit der Aktivitét des gesamten in 
Thrombin umgewandelbaren Prothrombins unabhingig von der Menge 
vorhandenen Ac-Globulins. 

Wendet man auf dasselbe Plasma die ein- und die zweizeitige 
Methode nebeneinander an, dann kann sowohl das gesamte Prothrombin 
(entspricht der Gerinnungszeit der zweizeitigen Methode) als auch das 
Ac-Globulin (entspricht der Differenz des Prothrombingehaltes zwischen 
ein- und zweizeitiger Methode) gemessen werden. Auf diese Weise ver- 
folgten wir, wie Dicumarol und Vitamin K auf den Prothrombin- und 
Ac-Globulinspiegel einwirken. 

Bei Mangel an Vitamin K sinkt das Prothrombin im Blut all- 
mihlich ab und beginnt 1—6 Stdn. nach intravenéser Injektion des 
Vitamins wieder anzusteigen?®. Auch bei Uberschu8 an Vitamin K 
wird Prothrombin nur bis zum Normalwert und nicht dariiber hinaus 
gebildet. Da Vitamin K nur in vivo so wirkt, aber nicht, wenn es in 
vitro zu prothrombinverarmtem Blut zugesetzt wird, schlieBt man, 
daB es nicht direkt mit Prothrombin reagiert, sondern sich nur an 


8 A.J. Quick, Amer. J. Physiol. 114, 282 [1936]. 

9 E. D. Warner, K.M. Brinkhous u. H. P. Smith, J. exp. Med. 66, 801 
[1937]. 
10 W. Koller, Das Vitamin K und seine klinische Bedeutung [1941 ]. 
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seiner Bildung in der Leber beteiligt, wobei es aber nicht als Bestand- 
teil in das Prothrombin eingebaut wird. 

Dicumarol wirkt ebenfalls nur in vivo. Per os senkt es nach einer 
Latenzzeit von 24—48 Stdn. das Prothrombin. Es kumuliert nicht; 
denn unterschwellige Dosen vermindern auch bei fortgesetzter Verab- 
reichung Prothrombin nicht. Dicumarol soll’ auch in der Leber wirken 
und dort die Prothrombinbildung hemmen. 

In unseren Versuchen senkte Dicumarol bei einmaliger Gabe den 
Prothrombinspiegel tief und langanhaltend. Der Ausgangswert wird 
erst nach 9—10 Tagen wieder erreicht. Daneben wird auch das Ac- 
Globulin vermindert, und zwar sinkt es rascher ab als Prothrombin 
und kehrt nach Abklingen der Dicumarolwirkung auch rascher wieder 
zur Norm zuriick. Diese Phasenverschiebung beobachteten wir regel- 
maBig bei Versuchspersonen und Versuchstieren (Vers. I u. II, Abb. 1 
und 2). 


Prothrombin —> 




















Abb. 1 u. 2. Einflu8 von peroralen Gaben von Dicumarol auf den Prothrombin- 
und Ac-Globulinspiegel beim Menschen (Abb. 1: Pat. 9 Ro) und beim Hund 
(Abb. 2: Hund ° Rolf). 

— Zweizeitige Methode. ---- Einzeitige Methode. 


Da Vitamin K die Prothrombinbildung in der Leber erméglicht 
und Dicumarol sie hemmt, liegt es nahe anzunehmen, daB es sich um 
einen echten Antagonismus handelt und Dicumarol das Vitamin K 
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vom Ort der Wirkung verdringt; vielleicht sogar in einem bestimmten 
stéchiometrischen Verhaltnis. Um das zu iiberpriifen gaben wir zu- 
sammen mit einer konstanten Menge Dicumarol Vitamin K in ver- 
schiedenen Dosen und verschiedener Form (Vers. III, IV und V, Abb. 3, 
4 und 5). 


Abb.3 Abb. 4 Abb.5 


50 mg Dicumarol 50mg Dicunaro! 
30mg Vim. K 50 mg Vim. K 
. WV. 


| im. 























Abb. 3—5. EinfluB von Dicumarol und Vitamin-K-Gaben auf den Prothrombin- 
und Ac-Globulinspiegel (Hund 2 Rolf). 
— Zweizeitige Methode. ---- Einzeitige Methode. 


Es ergab sich aber, daB 0,8 bis 10 Mol. Vitamin K pro Mol. Dicu- 
marol die initiale Prothrombinsenkung nicht verhindern konnten, da- 
gegen die Riickkehr zur normalen Spiegelhéhe deutlich beschleunigten, 
und zwar am stiirksten bei intravenéser Verabreichung. Ac-Globulin 
wird durch Dicumarol ebenfalls gesenkt und kehrt allmahlich zum 
Ausgangswert zuriick. Darauf hat Vitamin K in keiner Dosierung, in 
keiner Form der Verabreichung irgend einen EinfluB. 

Die Senkung des Prothrombinspiegels durch Dicumarol allein 1a8t 
sich gut durch die Annahme erklaren, da8B Dicumarol die Neubildung 
von Prothrombin in der Leber hemmt. Denn diese Hemmung kann 
sich erst auswirken, wenn das im Blut kreisende Prothrombin physiolo- 
gisch aus dem Kreislauf verschwindet. Da nach 24 Stdn. etwa die Halfte 
des Prothrombins durch neues ersetzt werden mu8, wird nach dieser 
Zeit der Prothrombinspiegel zur Halfte abgesunken sein, wenn nichts 
nachgeliefert wird. Tatsachlich sinkt es in unseren Versuchen auf etwa 
die Hilfte ab. Wird Dicumarol mehrere Tage hintereinander gegeben, 
wie in Vers, I, dann halt die Hemmung linger an und das Prothrombin 
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sinkt tiefer ab. Die Prothrombinbildung wird nicht immer gleich stark 
gehemmt. Nach Absetzen des Dicumarols halt die Hemmung in der 
Regel ein bis zwei Tage an, dann wird wieder zunehmend Prothrombin 
gebildet, so daB auch bei fortgesetztem physiologischen Prothrombin- 
verbrauch der Spiegel allmahlich ansteigt und regelmaBig nach 9—10 
Tagen den Ausgangswert wieder erreicht. Wird nun zusammen mit 
Dicumarol Vitamin K gegeben, so wird auch hier die Prothrombin- 
bildung gehemmt. Bei peroraler und intramuskularer Gabe von Vitamin 
K kann sich die Dicumarolwirkung sogar in voller Starke entfalten. 
Bei intravenéser Gabe des Vitamins dagegen verzégert Dicumarol die 
Prothrombinneubildung nur wenig, so daB der physiologische Prothrom- 
binabbau den Neubau nur wenig :iiberwiegt. Dagegen beschleunigt das 
Vitamin K in allen Fallen die Riickkehr des Prothrombinspiegels zur 
Norm deutlich. Méglicherweise verdringt es nachtraglich das Dicu- 
marol. Hierbei ist jedoch kein stéchiometrisches Verhaltnis zu erkennen. 

Auf Ac-Globulin wirkt Dicumarol vermutlich ahnlich wie auf 
Prothrombin. Ac-Globulin ist ebenfalls ein Euglobulin und daher 
sicherlich auch dem physiologischen Wechsel der PlasmaeiweiBk6rper 
ausgesetzt.- Nimmt man an, daB Dicumarol nur die Neubildung des Ac- 
Globulins hemmt, auf das bereits im Blut kreisende Ac-Globulin da- 
gegen nicht einwirkt, so ergibt sich aus den Versuchen, daB seine Halb- 
wertszeit kiirzer ist als die des Prothrombins. Wie bei Prothrombin 
bleibt die Konzentration des Ac-Globulins nur ein bis zwei Tage auf 
dem niedrigsten Niveau, dann iiberwiegt die Neubildung den physiolo- 
gischen Abbau, so daB der Spiegel wieder ansteigt und den Ausgangs- 
wert in der Regel nach 8—9 Tagen wieder erreicht. Auffallend ist nun, 
da8 Vitamin K die Ac-Globulinbildung nach Dicumarol nicht beein- 
fluBt. Es ist jedoch noch nicht gepriift, ob Vitamin K fiir die Ac-Globulin- 
bildung tiberhaupt erforderlich ist. 

DaB Dicumarol nicht im Blut wirkt, erkennt man daran, daB es 
in vitro ohne Effekt ist. Daher scheint es nur in den Stoffwechsel der 
lebenden Zelle einzugreifen. Wie die Leber das Prothrombin syntheti- 
siert weiB man nicht; so kann man auch nicht sagen, wo und wie Dicu- 
marol eingreift. Da es die Bildung der iibrigen PlasmaeiweiBkérper 
nicht beeinfluBt, scheint es nicht in die allgemeine EiweiBsynthese ein- 
zugreifen. Eher hemmt es die Ausbildung einer fiir Prothrombin spezi- 
fischen Konfiguration, die offenbar nur unter Mitwirkung von Vitamin K 
zustande kommt. Daher ist es méglich, daB die Leber auch unter Dicu- 
marolwirkung das Euglobulin ,,Prothrombin™ bildet, aber jetzt in 
einer inaktiven Form, in der es nicht durch Thrombokinase, Ac-Globulin 
und Calciumionen in Thrombin umgewandelt werden kann. 

Nach Koh] soll das Kombinationspriaparat ,,Finestal‘‘, das aus 
250 mg Glykokoll, 100 mg Ascorbinsiiure und 200 mg Calcium lacticum 


11H. Kohl, Dtsch. med. Wschr. 72, 279 (1947); Med. Klin. 42, 535 [1947]. 
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pro Tablette zusammengesetzt ist, sowohl bei pathologisch verlangerter, 
wie auch bei normaler Gerinnungszeit die Prothrombinzeit verkiirzen. 


Abb.7 
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Abb. 6—9. Wirkungslosigkeit von peroralen Gaben von Finestal auf den durch 
Dicumarol-Gaben gesenkten Prothrombin- und Ac-Globulinspiegel (Abb. 6 u. 7, 
Hund ¢ Tell. Abb. 8 u. 9, Hund 9° Nelly). 

— Zweizeitige Methode. ---- Einzeitige Methode 
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Daher priiften wir, ob Finestal auch die durch Dicumarolgaben ver. 
langerte Prothrombinzeit beeinflussen kann. Wir verabreichten zu- 
sammen mit Dicumarol Finestal per os und setzten die Finestalgaben 
auch an den folgenden Tagen fort, konnten jedoch weder bei Kaninchen 
noch bei Hunden eine Wirkung feststellen. Obwohl wir an mehreren 
Tagen 3 Tabletten Finestal verabreichten und damit bis zu 36 mg 
Glykokoll pro Kilogramm Kérpergewicht gaben, also etwa das dreifache 
der therapeutischen Dosis beim Menschen (1—3 Tabletten tiiglich ent- 


sprechen 4—12mg Glykokoll/kg), kehrten Prothrombin- und Ace. | 


Globulinspiegel nicht friiher zur Norm zuriick als bei den Vergleichs- 
versuchen bei denen nur Dicumarol allein gegeben wurde. Das ver. 
schieden tiefe Absinken des Prothrombinspiegels muB auf verschieden 
stark wirksames Dicumarol zuriickgefiihrt werden, denn die Vers. VI 
und IX einerseits und VII und VIII andererseits wurden gleichzeitig 
mit dem jeweils gleichen Dicumarolpriparat ausgefiihrt (Vers. VI, 
VIT, VIII u. IX, Ao) 7, 8 u. 9), 


Beschreibung der Versuche 


.Methoden zur Prothrombinbestimmung 


Zur Prothrombinbestimmung wurde in die Spritze zuerst 0,2 bzw. 0,5 ccm 
m/10-Na-Oxalat gefiillt und durch Punktion Venenblut bis auf 2,0 bzw. 5,0 ccm 
aufgezogen. Das Oxalatblut wurde unmittelbar nach der Entnahme 15 Min. bei 
3000 Touren zentrifugiert, dann der Himatokrit abgelesen und das klare Plasma 
abpipettiert. 

Das Plasma wurde unverdiinnt und auf 40% mit physiol. NaCl-Lésung ver- 
diinnt zur einzeitigen Prothrombinbestimmung nach Quick® beniitzt. Aus den 
gemessenen Gerinnungszeiten wurde an einer Eichkurve, die fiir jedes Thrombo- 
kinase-Priparat frisch festgelegt worden war, der prozentuale Prothrombingehalt 
abgelesen. 

Ein anderer Teil des Plasmas wurde zur zweizeitigen Prothrombinbestimmung 
benutzt. Die zweizeitige Methode von Warner, Brinkhous und Smith® wurde 
von uns folgendermaBen modifiziert: 


Erforderliche Lésungen 
1. 900 com 0,9 %, NaCl werden mit 100 ccm m/10-Veronalpuffer py 7,36 gemischt. 
2. 4g NaCl und 6,7 g CaCl, (getrocknet), werden in 1000 ccm H,0 gelést. Davon 
werden 900 ccm mit 100 ccm m/10-Veronalpuffer pH 17,36 gemischt. 
3. Mischung 1:1 der Lésungen 1. und 2. 
4. Oxalalatplasma: 1 ccm m/10-Na-Oxalat wird mit Venenblut auf 10 ccm 
aufgefiillt; zentrifugiert; Hamatokrit abgelesen. 
5. Fibrinogen: 
a) dargestellt nach Warner, Brinkhous, Smith® und Astrup, Dar- 
ling!*. Vor dem Gebrauch mit m/10-Veronalpuffer px 7,36 1:1 verdiinnt. 
b) Fraktion I der PlasmaeiweiBfraktion von Cohn. 150mg in 10 cem 
H,0 ldsen. 


122 Astrup u. Darling, Physiol. scand. Acta 4, 45 [1942]. 
13 E, J. Cohn u. Mitarbb., J. amer. chem. Soc. 62, 3386, 3396 [1942]. 
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}. Thrombokinase: Es wird ein acetongetrocknetes Humanhirn verwendet. 
300 mg in 5 ccm Lésung 1. suspendiert und 15 Min. bei 50° aktiviert. Dann 
die iiberstehende Fliissigkeit 1:3 mit Lésung 1. weiter verdiinnt. 


. Thrombin: Standard-Thrombin von Levens Kemiske Fabrik, Kopenhagen, 
mit 8300 TE/g. Davon wurden 25 mg in 10 ccm Lésung 1. gelést (entspricht 
2 TE in 0,1 ccm). Zur Aufstellung der Eichkurve werden daraus weitere 
Verdiinnungen mit 1,0, 0,75, 0,5 und 0,25 TE in 0,1 ccm hergestellt. 


Das pu jeder Lésung wird vor Gebrauch mit dem Elektroionometer kontrolliert 
und auf pH 7,36 eingestellt. 


Ausfiihrung 


Zu 1 ccm Oxalatplasma 4 wird 0,1 cem Thrombin 7 zugefiigt. Gerinnung 
in etwa 12 Sek.; nach 15 Min. wird das Fibrin herausgedreht. Das so defibrinierte 
Plasma (das noch das gesamte Prothrombin des Nativblutes enthilt) wird mit 
Lésung 1 1:20 verdiinnt. Jetzt werden in 6 Reagensglaser je 0,6 ccm Lésung 3 
und 0,3 ccm Lésung 6 eingefiillt und dann in jedes Reagensglas 0,3 ccm des 1:20 
verdiinnten Plasmas hinzugefiigt. (Damit beginnt in jedem Reagensglas die Um- 
wandlung von Prothrombin in Thrombin.) Die Reagensgliiser werden jetzt der 
Reihe nach 1, 3, 5, 7, 9 und 11 Min. bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Dann 
werden aus dem jeweiligen Reagensglas 0,8 ccm entnommen, in den Thermostaten 
von 37° gebracht und 0,2 ccm Fibrinogen 5 zugesetzt und die Gerinnungszeit 
gemessen. Aus dem kiirzesten Wert der Gerinnungszeit dieser Reihe JaéBt sich an 
einer Eichkurve der Prothrombingehalt in Einheiten ablesen. 


Die Eichkurve wird so hergestellt, da unter denselben Bedingungen wie bei 
der Prothrombinbestimmung im Plasma, Standardthrombinlésungen mit 1,0, 
0,75, 0,5 und 0,25 TE im Ansatz gemessen werden. Aus den gewonnenen Gerin- 
nungszeiten wird dann die Eichkurve aufgestellt. Zum Beispiel: 


Gerinnungs- 

zeit bs \ 
12,7 sec a 
15,2 sec 


18,0 sec 
28,3 sec | 
14 78 22 26 «HO 

SCC —> 
































Kichkurve 


Vergleichende Messungen haben gezeigt, daB in Plasma, das in der Ver- 
dinnung 1:40 z. B. 0,4 TE enthilt, bei der Verdiinnung 1:20 0,8 TE gemessen 
werden, so da man vergleichbare Werte erhalten kann. Trotzdem haben wir bei 
Plasmen mit stark abgesunkenen Prothrombinmengen eine geringere Verdiinnung 
als 1:20 gewiahlt, so daB der gemessene Prothrombinwert nicht zu stark von 1 TE 
im Ansatz abweicht. 


Diese Bestimmungsmethode liefert bei menschlichen Normalplasmen nach 
der Berechnungsmethode von Warner, Brinkhous und Smith® Normalwerte 
von 80—90 Einheiten pro ccm unverdiinntes Plasma im Gegensatz zu den Werten 
von rund 300 Einheiten pro ccm, die diese Autoren mit ihrer Originalmethode 
finden. 
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Protokolle der Versuche - 


Versuch I (Abb, 1): Patientin Ro. 
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Versuch II (Abb. 2): Hund ,,Rolf‘‘, 16 kg. 
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Versuch III (Abb. 3): Hund ,,Rolf, 16 kg. 
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10,1 

9,8 


/0 
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Versuch IV (Abb. 4): Hund ,,Rolf‘, 16 kg. 





: ‘ Einzeitige Methode Zweizeitige Methode 

ersuchs- 

Datum tag unverdiinnt ML. Uailis PTB 
a Einheiten , 





thhode & 31. 5. 0 8,7 
, 50 mg Dicumarol ,,Roche“ per os 
'B 30 mg Synkavit i. m. 


13,5 18,5 
10,3 13,1 
10,7 13,1 
12,0 14,6 
11,5 16,3 
10,0 14,0 

9,0 12,0 

8,6 10,7 





mm Carer who 
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Versuch V (Abb. 5): Hund ,,Rolf‘‘, 16 kg. 





Kinzeitige Methode Zweéizeitige Methode 


Versuchs- o/,Ver- 
Datum te unverdinnt | 40°/-Ver PTB 
g diinnung 


sec 0 


was PTB 
inheiten 





0 8,6 100 
50 mg Dicumarol per os Synkavit i. v. 
11,9 41 é 
10,3 55 
10,1 2,2 58 
10,5 65 
9,8 72 
9,0 83 
8,6 100 
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Versuch VI: (Abb. 6): Hund ,,Tell‘‘, 20 kg. 
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Versuchs- 


Datum tag 


unverdiinnt 


Einzeitige Methode 
40°, Ver- 
diinnung 

sec 


Zweizeitige Methode 
PTB PTR 
a Einheiten 


Oo 





3 


6 








8 
1] 


Jicumarol ,,Roche* 


10,2 | 
per 
15,7 
16,8 
17,4 
14,4 
14,0 
13,9 
12,0 
10,6 
10,8 
10,5 


11,8 


— 
— 
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Versuch VII (Abb. 7): Hund ,,Tell*‘, 20 kg. 


os (3 mg/kg) 
46 


112 76 
64 
46 
48 
65 


43 
46 











Versuchs- 


Datum 
tag 


unverdiinnt 


Kinzeitige Methode 
40% Ver- 
diinnung 


sec sec 


Zweizeitige Methode 
PTB : ; PTB 
at Einheiten 
Oo 





1948 
22.9. 0 
60 mg D 
9. ] } 


1 Tabl. 





. 9. gh 2 

1 Tabl. 
13h l 
1 Tabl. 


3 
5 
6 
8 
10 





Versuch VITT (Abb. 


cumarol per os (3 mg/kg) 


7,9 10,8 
18,0 
Finestal per os 

ms 6 |: 823 
Finestal per os 

25,3 | 36,0 
Finestal per os 

23,3 33, 
12,1 Sop 
—_ ] 


27,2 


6,0 
10,2 
10,0 





8): Hund ,,Nelly“, 


100 70 
1 Tabl. Finestal 
27 58 








19,4 ke. 





Versuchs- 


Datum 
tag 


unverdiinnt 


Kinzeitige Methode 
40%, Ver- 
diinnung 


sec sec 








0 





PTB 


Zweizcitige Methode 
PTB 


oO 


Einheiten | 





= 


7,7 10,9 


58,2 mg Dicumarol per os (3 mg/kg) 


100 
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. ‘ Kinzeitige Mcthode Zweizeitige Methode 

ersuchs- bi 40°,, Ver- 

thode t unverdinnt | “,..° PTB PTB 
ag diinnung 4 Einheiten| 

rp sec sec 0 





23.9. 23,6 44,0 15 
24.9. 23,4 44,0 15 
25.9. é 24,0 40,7 14,5 
27.9. } 10,8 16,3 47 
28.9 10,2 15,0 56 
30.9. §,2 11,6 90 
31.9. ‘ 7,7 10,9 100 


Versuch IX (Abb. 9): Hund ,,Nelly“, 17,4 kg. 














Vv , Kinzeitige Methede Zweizeitige Methode 
ersuchs- oO Ver- 
Datum tag unverdiinnt pr PTB PTB 
- & o Einheiten a 
sec sec yA 








1948 | 
5.10. 7,9 9,8 108 
52,2 mg Dicumarol ,,Roche“ per os (3 mg/kg) 
6.10. gh | 19,1 | 25,0 29 
1 Tabl. Finestal per os 
]2h | 22,6 | 36,4 30 
1 Tabl. Finestal per 
15h | 18,6 | 30 
1 Tabl. Finestal per 
.10, 9h 2 | 14,7 | ‘ 33 
1 Tabl. Finestal per 
| 188 | 
1 Tabl. Finestal per o 
14,3 
Tabl. Finestal per 
12,8 
Tab]. Finestal per 
| 8,2 
Tabl. Finestal per 

















Zusammenfassung 


Dicumarol senkt den Prothrombin- und Ac-Globulinspiegel. Dabei 
nimmt die Ac-Globulinaktivitit rascher ab als die Aktivitit des Pro- 
thrombins. Das Absinken des Prothrombin- und Ac-Globulinspiegels 
durch Dicumarol wird durch Vitamin K nicht verhindert. Das ver- 
minderte Prothrombin kehrt aber durch Vitamin-K-Gaben rascher 
zum Normalwert zuriick. Das durch Dicumarol verminderte Ac- Globulin 
dagegen ist durch Vitamin K nicht zu beeinflussen. Finestal hat auf 
den durch Dicumarol gesenkten Prothrombin- und Ac-Globulinspiegel 
keine Wirkung. 





K. Felix, I. Pend! und L. Roka, Td. 2&4 (1949) 


Uber die Beziehung zwischen Prothrombin und Komplement 
Von 
K. Felix, I, Pendl und 1, Roka 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Januar 1949) 


Die Gerinnungsfahigkeit des Blutes ist an Fibrinogen, Prothrombin 
und Calciumionen gebunden; die Fahigkeit des Plasmas, Bakterien 
abzuwehren an die Antikérper und die vier Komponenten des Kom- 
plementes. Ob zwischen diesen beiden Funktionen unmittelbare Be- 
ziehungen bestehen ist bisher nur wenig untersucht worden. 1927/29 
haben Fuchs und v. Falkenhausen! gezeigt, daB Prothrombin und 
Komplementmittelstiick sich so iibereinstimmend verhalten, daB sie 
eine Identitat der beiden vermuteten. Wir haben uns die Frage vor- 
gelegt, ob das, was seither iiber Prothrombin und Komplementmittel- 
stiick bekannt geworden ist, auch fiir diese Identitét spricht. 

Prothrombin ist bisher noch nicht als chemisch einheitliche Sub- 
stanz isoliert worden. Jedoch lieB sich feststellen, daB es zu den Eu- 


globulinen geh6rt und im elektrischen Feld mit den £-Globulinen wandert. § 


Prothrombin verliert seine Aktivitat irreversibel, wenn es 30 Min. auf 
56° erhitzt wird?. Der Prothrombingehalt des Blutes laBt sich durch 
die einzeitige Methode von Quick*® und durch die zweizeitige Methode 
von Warner, Brinkhous und Smith‘ exakt messen. 

Bei der Komplementfunktion wirken vier Komponenten zusammen. 
Diese vier Komponenten werden in der angelsachsischen Literatur wie 


folgt bezeichnet: das Komplementmittelstiick mit C’1, das Endsiick mit 


C’2, die 3. Komponente mit C’3 und die 4. Komponente mit C’4°. 
Die Natur der 3. und 4. Komponente ist noch nicht genauer bekannt. 
Dagegen weiB man, daB Mittelstiick und Endstiick verschiedene Sub- 
stanzen sind, die auch im Nativblut getrennt nebeneinander vorkommen 
und nur in ihrer Komplementfunktion zusammenwirken. Beides sind 
EiweiBkérper, die sich bei der Fraktionierung des Plasmas nach Cohn® 
trennen lassen. Das Endstiick geht in Fraktion IV, das Mittelstiick in 
Fraktion III-27. Das Mittelstiick gehdért wie das Prothrombin zu den 


1H. I. Fuchs, Ergebn. inn. Med. 38, 173 [1930!; v. Falkenhausen, 
Biochem. Z. 185, 334 [1927]; H. I. Fuchs, Z. Immunitatsforschg. exp. Therap. 
62, 107 [1929]. 

2 W. H. Seegers, J. biol. Chemistry 136, 103 | 1940]. 

3 A. J. Quick, Amer. J. Physiol. 114, 282 [1936}. 

4K. D. Warner, K. H. Brinkhous u. H. P. Smith, J. exp. Med. 66, 801 
| 1937]. 

5 Pillemer, Seifter, u. Ecker, J. exp. Med. 75, 421 [1942]. 

6 E. J. Cohn u. Mitarbb., J. Amer. chem. Soc. 62, 3386 u. 3396 [1940]. 

7M. Heidelberger u, M. M. Mayer, Adv. in Encymol., Bd. 8, 71 [1948]. 





ni 


m 


(1949) 


mbin 
erien 
Kom- 
> Be- 
27/29 
1 und 
B sie 
vor- 
ittel- 


Sub- 
. Eu- 


dert. § 


. auf 
lurch 
hode 


men. 
‘ wie 


cmit § 


04.5, 
mnt. 
Sub- 
men 
sind 
h né 
k in 

den 


sen, 
rap. 


Td. 284 (949) Prothrombin und Kemplement 199 


Euglobulinen und wandert im elektrischen Feld mit den £-Globulinen. 
Durch 30 Min. langes Erhitzen auf 50° wird es inaktiviert. Der Gehalt 
des Plasmas an Mittelstiick ]aBt sich wie auch der Gehalt der anderen 
Komplementkomponenten getrennt titrieren’. 

Stellt man die bisher verfiigbaren Daten iiber Prothrombin und 
Komplementmittelstiick einander gegeniiber, so fallt eine gewisse 
Ahnlichkeit auf. 


‘ Komplementmittel- 
Prothrombin stick? 








Eiwei8natur: Euglobulin | Euglobulin 
bei Plasmafraktionierung in Fraktion III-2 in Fraktion IIT-2 
nach Cohn 
Elektrophorese mit f-Globulinen mit f-Globulinen 
— 2,9 10° bei pu 7,7 
Sedimentation in Ultra- ~ S: 6,4 
zentrifuge 
Mol.-Gewicht etwa 140000 _— 
Thermolabilitat : 
inaktiviert durch 30 Min. bei 56° 30 Min. bei 50° 
Anteil am Gesamtplasma- 
eiweiB 0,5 %, 
Kohlenhydratgehalt 3,8—4,7% 
optische Drehung = 














Die in USA dargestellten gereinigten Priparate sind bisher noch 
nicht auf Identitat” gepriift worden. 

Wir haben versucht, mit den oben erwihnten Bestimmungs- 
methoden nachzupriifen, ob Prothrombin und Komplementmittel- 
stiick miteinander identisch sind. 

Zunichst haben wir gepriift, ob sich Prothrombin und Kom- 
plementmittelstiick praparativ trennen lassen. Wird das Prothrombin 
aus dem Plasma durch Adsorption an Mg(OH), oder BaSQ, (Vers. I) 
oder durch Ausfallen der Euglobuline (Vers. II) entfernt, dann erlischt 
auch die Komplementfunktion im Restplasma. Bei der Isolierung 
bleiben Prothrombin und Komplementmittelstiick untrennbar ver- 
bunden (Vers. III). Setzt man zu Plasma, das mit Mg(OH), behandelt 
worden war, isoliertes Prothrombin zu, dann kehrt die Komplement- 
funktion zuriick (Vers. IV). 

Weiterhin haben wir gepriift, ob nach dem Verbrauch von Pro- 
thrombin auch die Funktion des Komplements und nach dem Ver- 
brauch des Komplementes die Prothrombinaktivitaét erlischt. Wird 
Prothrombin restlos in Thrombin iibergefiihrt, dann verschwindet auch 
die Komplementfunktion (Vers. V). Wird dagegen Komplement in 
vitro an einen Antigen-Antikérper-Komplex adsorbiert, so bleibt trotz 
Erléschen der Komplementfunktion die Prothrombinaktivitaét erhalten 
(Vers. VI). 
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Ferner haben wir den Prothrombinspiege] durch Dicumarol ge- 
senkt. Dieses hemmt die Neubildung des Prothrombins in der Leber. 
Ist Prothrombin und Komplementmittelstiick dieselbe Substanz, dann 
sollte nach Gabe von Dicumarol mit dem Prothrombin auch das Kom- 
plementmittelstiick absinken. In unseren Versuchen (Vers. VIT) war 
das Prothrombin soweit abgesunken, daB es weder mit der einzeitigen 
noch mit”der zweizeitigen Methode nachzuweisen war; trotzdem blieb 
der Komplementtiter unbeeinfluBt. Das wiirde gegen eine Identitiit 
von Prothrombin und Komplementmittelstiick sprechen. Jedoch 
wissen wir noch nicht, wie das Dicumarol] wirkt. Entweder wird iiber- 
haupt kein oder ein unwirksames Prothrombin gebildet. Letzteres 
kénnte zwar noch als Komplementmittelstiick fungieren, aber nicht 
mehr zu Thrombin aktiviert werden. Da das Prothrombin nur etwa 
0.5% der PlasmaeiweiBkérper ausmacht, kann das nicht durch eine 
quantitative Proteinbestimmung entschieden werden. Die Identitiit 
von Prothrombin und Komplementmittelstiick ist somit noch nicht 
bewiesen. Sicher wird es sich erst entscheiden Jassen, wenn beide Sub- 
stanzen rein dargestellt sind. 


Beschreibung der Versueche 
Versuch I 


Wir benutzten frisches Menschen- und Rinderplasma. Dieses wurde ent- 
weder mit einer frisch hergestellten Suspension von Mg(OH), in physiol. NaCl 
nach Seegers® cder mit einer frisch hergestellten Suspension von BaSO, nach 
Rosenfield u. Taft® versetzt, kraftig durchgeschiittelt und nach 5 Min. ab- 
zentrifugiert. Das iiberstehende klare Plasma wurde nun auf seinen Prothrombin- 
gehalt und auf seine Komplementfunktion gepriift. 


Prothrombin wurde sowohl! nach der einzeitigen Methcde ven Quick? als 
auch nach der zweizeitigen Methcde vcn Warner, Brinkhous und Smith? in 
einer Modifikation® bestimmt. Rei der Methode von Quick wird der Prothrombin- 
gehalt in sec Gerinnungszeit (Prothrombinzeit) oder in % der Norm angegeben, 
wobei die normale Prothrombinzeit 13,1 Sek. gleich 100% betrug, gewonnen als 
Mittelwert von 5 normalen Plasmen. Bei der zweizeitigen Methcde wird der Pro- 
thrombingehalt in Einheiten angegeben, wobei 80—90 E gleich 100% zu setzen 
sind. 

Die Komplementfunktion wurde gemessen am hiamolytischen System, das 
aus 0,2 ccm einer 5-proz. Aufschwemmung von gewaschenen Hammelerythrocyten 
in physiol. NaCl plus 0,2 ccm himolytischem Amboceptor der Behring-Werke, ver- 
diinnt auf 4 E/ccm, bestand. Hierzu wurde in abstéigender Verdiinnung das zu 
priifende Plasma zugesetzt und jedes Réhrchen auf 1,0 ccm mit physiol. NaCl auf- 
gefillt. Als Komplementtiter wurde die Menge Plasma pro Ansatz, die zur voll- 
standigen H amolyse gerade noch ausreicht, festgelegt. Die Hamolyse wurde nach 
| Stde. Einwirkung bei 37° abgelesen. 


8 Rosenfield u. Taft, Amer. J. Clin. Pathol. 17, 405 {1947}. 
® K. Felix, I. Pend], P. Pinu. L. Roka, diese Z, 284, 185 | 1949}, 
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Ergebnis: 


Prothrombin und Komplement 





Plasma 


Prothrombinbestimmung 


einzeitig 


zweizeitig 


Komplementtiter 





Mensch, frisch . . . . 
dto. nach Behandlung 


mit Mg(OH), 
BaSO, 
Rind, frisch 


90—100% 


gerinnt nicht 
gerinnt nicht 


20—25 Sek. 


80—90 E/cecm 


gerinnt nicht 
gerinnt nicht 
85—90 E/ccm 


0,04—0,08 


haimolysiert nicht 
himolysiert nicht 
0,04—0,08 


(Conglutination) 
dto. nach Behandlung 
mit. Mg(OH), 
BaSO, 


conglutiniert nicht 


gerinnt nicht 
conglutiniert nicht 


gerinnt nicht 
gerinnt nicht 


gerinnt nicht 











Versuch IT 


Aus frischem Menschen- und Rinderplasma wurden die Euglobuline durch 
Einleiten von CO, in verdiinntes Plasma nach Braun!® oder durch Ansauern 
mit HCl nach Sachs und Altmann" ausgefallt.’ Prothrombin und Komplement- 
titer wurden wie bei Versuch I bestimmt. 


Ergebnis: Weder im Restplasma, aus dem die Euglobuline aus- 
gefallt wurden, n och in der Lésung der Euglobuline in neutralisier- 
ter physiol. NaCl konnte die Komplementfunktion nachgewiesen 
werden. Im Restplasma war mit der zweizeitigen Methode kein 
Prothrombin nachweisbar. Dagegen war das gesamte Prothrombin 
in der Euglobulinfraktion enthalten. 


Versuch III 


Zur Isolierung des Prothrcmbins wurde das an Mg(OH), adsorbierte Material 
(s. Vers. 1) durch Einleiten von CO, nach Seegers? in Lésung gebracht und durch 
Dialyse vom MgHCO, befreit. Diese Lésung wuide in Kohlensaureschnee einge- 
froren und aus dem gefrorenen Zustand getrocknet. Im getrockneten Zustand 
war es beliebig lange haltbar. Nach Wiederauflésen wurde es auf Prothrombin- 
aktivitét und Komplementmittelstiick-Eigenschaft gepriift (s. Vers. I u. IV). 

Ergebnis: Nach Lésen des Prothrombintrockenpulvers in H,O 
oder physiol. NaCl zeigte es vollstindig erhaltene Prothrombin- 
aktivitét und ebenso Komplementmittelstiick-Funktion. 


Versuch IV 
Plasma, das wic in Vers. I] mit Mg(OH), cder Paf£Q, behandelt worden war 
und dadurch seine Prothrombin- und Komplementfunktion eingebiiBt hatte, wurde 
durch Prothrombin (Zumischen einer 1-proz. Lésung des Prothrombintrocken- 
pulvers im Verhaltnis 1:1) erginzt. Das so ergiinzte Plasma wies nun wieder 
Komplementeigenschaft auf, und zwar zeigte es denselben Komplementtiter wic 
vor der Behandlung mit Adsorptionsmitteln. 





Prothrombinzeit 
einzeitig 
12,4 Sek. 

gerinnt nicht 
12,5 Sek. 


Plasma Komplementtiter 





0,04 
haimolysiert nicht 
0,04 


Mensch, frisch 
dto. nach Behandeln mit BaSO, 
erginzt mit Prothrombin (1:1) . . . 








10 Braun, Z. Immunititsforschg. exp. Therap. 9, 665 {1911}. 
1 Sachs u. Altmann, Berl. klin. Wschr. 1908, 494. 
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Versuch V 


Defibriniertes Plasma wurde wie zur Bestimmung der Prothrombinzeit nach 
Quick mit einem Uberschuf von Thrombokinase und der optimalen Calcium. 
konzentration versetzt. Dadurch wurde das gesamte Prothrombin in Thrombin 
iibergefithrt. Dann wurde die Komplementfunktion am hamolytischen System 
geprift: 

1,0 ccm Oxalatplasma wurden mit 0,1 ccm Thrombin (2 E) versetzt und nach 
15 Min. das gebildete Fibrin herausgedreht. In diesem defibrinierten Plasma war 
noch das gesamte Prothrombin erhalten, wie durch die zweizeitige Prothrombin. 
bestimmungsmethcde nachgewiesen werden konnte. Nun wurden 1,0 ccm Throm. 
bokinaseaufschwemmung (300 mg in 5 ccm) und 1,0 ccm m/40-CaCl,-Lésung zu- 
gesetzt und nach 15 Min. im himolytischen System auf Komplementfunktion 
geprift. Es trat keine Haimolyse ein. 

Zur Kontrolle wurde defibriniertes Plasma einmal nur mit Thrombokinase 
und einmal nur mit CaCl, versetzt. Es trat keine Umwandlung von Prothrombin 
in Thrombin ein und der Kemplementtiter blicb in normaler Hohe erhalten. 


Versuch VI 


Zu 0,2 ccm 5-proz. Hammelerythrocytenaufschwemmung plus 0,2 ccm Ambo. 
ceptor (4 E) wurde Plasma in absteigender Menge (0,2—0,04) zugefiigt. Es wurden 
zwei Paraillelreihen angesetzt. Zu den Réhrchen der einen Reihe wurde 0,1 ccm 
Thrombokinase und 0,1 ccm m/40-CaCl,-Lésung zugesetzt und die Prothrombinzeit 
gcmessen (Kontrolle). Die Réhrchen der anderen Reihe wurden 1 Stde. bei 37° 
im Brutschrank gelassen, dann der Himolysegrad abgelesen und darauf auch mit 
Thrombokinase und CaCl, versetzt und auf Prothrombingehalt gepriift. 





Plasma- Gerinnungszeit (einzeitig) 


konzentration Kontrolle | nach Hamolyse 


com Sek. Sek. 
0,2 31,2 31,0 compl. 
0,12 40,7 40,3 compl. 
0,08 51,5 50,9 mabig 
0,04 (3,2 62,8 wenig 


Hamolysegrad 











Ergebnis: Auch nach vollstindigem Verbrauch des Komplemen- 
tes, erkennbar an der unvollstindigen Hamolyse, bleibt die Pro- 
thrombinaktivitaét voll erhalten. 

Um die Méglichkeit auszuschlieBen, dal die Komplementfunktion durch eine 
vom Komplementmittelstiick verschiedene Komponente begrenzt ist, so dali cine 
vollstindige Haimolyse nicht mehr erreicht wird, obwohl noch Komplementmittel- 
stiick ungebunden vorliegt, wurde folgende Versuchsanordnung gewihlt: 

Ein Teil des zu priifenden Plasmas wurde mit Mg(OH), behandelt. Dadurch 
wurde, wie aus Vers. I hervorgeht, das Komplementmittelstiick entfernt, wahrend 
die anderen Komplementkomponenten im Plasma zuriickblieben. Wurde nun 
unbehandeltes Plasma mit Mg(OH),-Plasma vermischt, so enthielt das Gemisch 
normalen Komplementgehalt bis auf das Komplementmittelstiick, das je nach dem 
Mischungsverhialtnis reduziert werden konnte. Dadurch lieB sich das Mittelstiick 
zum limitierenden Faktor der Komplementfunktion machen. 

Ein solches Plasmagemisch wurde, wie beschrieben, vor und nach eingetre- 
tener Haimolyse auf Prothrombinaktivitat gepriift. Es war auch jetzt kein Unter- 
schied festzustellen: 
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Prothrombingehalt (einzeitig) Hamolyse- 
Kontrolle | nach Himolyse grad 


Nativplasma |Mg(OH),-Plasma 





; sec sec 
0,1 25,7 25,3 stark 
0,05 f 51,3 §2,1 spur 
0,01 79,6 78,9 spiirchen 











Versuch VII 


Drei erwachsene Ratten von rund 250 g Kérpergewicht wurden taglich mit 
8 mg Dicumarol, das dem Essen zugemischt war, gefiittert. Nach 3 bzw. 4 Tagen 
wurden die Ratten getétet und durch Herzpunkticn entblutet. Das gewonnene 
Oxalatblut wurde auf Prothrcmbin- und Komplemcntgehalt untersucht. 

E rgebnis: 





Prothrombingehalt Komplement- 


Plasma ) 
einzeitig | zweizeitig titer 





Normale Ratte 16,0 sec — 0,04 
Dicumarolratte gerinnt nicht gerinnt nicht 0,04 








Zusammenfassung 


Prothrombin und Komplementmittelstiick Jassen sich praparativ 
nicht trennen. Wird isoliertes Prothrombin zu _ prothrombinfreiem 
Plasma, in dem die Komplementfunktion erloschen ist, zugesetzt, dann 
kehrt die Komplementfunktion zuriick. 

Ist Prothrombin vollstiéndig zu Thrombin aktiviert, dann ver- 
schwindet die Komplementfunktion. Dagegen bleibt nach Adsorption 
von Komplement an Antigen-Antikérperkomplex in vitro die Pro- 
thrombinaktivitaét erhalten. 

Dicumarol vermindert Prothrombin liBt aber den Komplement- 
titer unverandert. 





W. Heupke u. G. Rost, Pd. 284 (1949) 


Die Verdauung des Fettes im Darm 
Von 
W. Heupke und G. Rost 
Aus dem Hospital zum Heiligen Geist Frankfurt 2. M. — Képpern (Taunus) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Februar 1949) 


Durch die Versuche von Heupke! wurde der Nachweis erbracht: 
daB die Pflanzenzellen beim Kochen nicht platzen oder in anderer Weise 
mechanisch eréffnet werden, und daB die Nahrstoffe im Darm aus den 
geschlossenen Zellen herausgelést werden. Dies gilt auch fiir fetthaltige 
pflanzliche Nahrungsmittel, die wie Niisse ungekocht verzehrt werden. 
Sie werden durch das GebiB mechanisch zerkleinert, aber in kleinen 
Teilchen verschluckt, die noch hunderte von uner6ffneten Zellen ent- 
halten. Nach den quantitativen Ausnutzungsversuchen von Heupke 
wird das Fett sehr vollstaéndig aus den Niissen verdaut, so wurde von 
655 g Haselniissen mit 447 g Fett 81° des Fettes im Darm aufgesaugt. 
In Versuchen an Mausen haben Heupke und Marx? durch histologische 
Untersuchungen den Nachweis erbracht, da8 das’ Fett im’ Diinndarm 
in zunehmendem MaBe aus den geschlossenen Zellen herausgelést wird, 
so daB die Zellen der Niisse im Dickdarm kein Fett mehr enthalten. 

Diese Versuchstechnik muB die Méglichkeit bieten, die Verdauung 
des Fettes im Darm, iiber die es mehrere widersprechende Hypothesen 
gibt, klarzustellen. 

Nach allgemein anerkannter Anschauung muB8 Fett 
w asserléslich werden, ehe es in die Darmwand aufgenommen 
werden kann. Es ist selbstverstandlich, daB auch Fett im Inneren 
geschlossener Pflanzenzellen in wasserlésliche Form gebracht werden 
muB, ehe es die Zellwand durchdringt. So sind die Pflanzenzellen 
ausge zeichnete Testobjekte, um den Vorgang des Wasser- 
léslichwerdens der Fette, der die Voraussetzung fiir die 
Resorption ist, zu untersuchen. 

Bevor wir unsere eignen Ergebnisse besprechen, wollen wir kurz 
die einzelnen Hypothesen iiber die Verdauung des Fettes erértern. 

Die besten und giiindlichsten Versuche iiber dicscs Gebiet sind ven E. Pflii- 
ger® vorgenommen worden. Pfliiger wies nach, daf} 100 ccm Ochsengalle in Gegen- 
wart aquivalenter Mengen 1-proz. Na,CO,-Lésung in der Lage sind, 13,46 g Olein- 
siure, 14,7 g eines Gemisches von Oleinsiure und Stearinséure oder 19,17 g 
: ines Oleinsiéure-Palmitinsiuregemisches in wasserlésliche Form zu bringen. Die 
Lésung enthalt das Fett als freie Fettsiiuren und als Seifen. Der Anteil der Seifen 


ist nach Pfliiger bei Verwendung von Fettsiuregemischen gréfer als bei reiner O1- 
siure. Da man iiber die aktuelle Reaktion dami.ls keine klaren Vorstellungen 

1 W. Seaeke, Dtsch. Arch. klin. Med. 172, 575 [1932]; W. Heupke, 
Miinch. med. Wschr 19338, 1969. 

* W. Heupke u. A. V. Marx, Arch. Verdgskrankh. 44, 23 [1928]. 

* KE. Pfliiger, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 1902, 299, 431. 
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hatte und die Methoden zu ihrer Bestimmung nicht entwickelt waren, wurde sie 
von Pfliger nicht bestimmt. In der Kritik der Versuche wird angenommen, dal 
die Reaktion des Gemisches alkalisch gewesen sei und daB den Versuchen des- 
halb keine Beweiskraft zukomme, weil Seifen bei einem pH-Wert oberhalb von 
8,7 in Wasser leicht léslich sind. 

Im menschlichen Diinndarm herrscht keine alkalische Reaktion, die pH-Werte 
der einzelnen Abschnitte, die durch zahlreiche Untersuchungen gesichert sind, er- 
geben sich aus der folgenden Tabelle*: 


Duodenum 
, Oberes Jejunum 
Unteres Jejunum .. . 
neutral bis schwach alkalisch 


Da in dem gréBten Teil des Dinndarmes keine alkalische Reaktion vorhanden 
ist, war die Hypothese von Pfliiger in Frage gestellt. 

Die nachsten Untersuchungen stammen von Wieland und Sorge'®, welche 

zeigten, daB eine der Gallenséuren, die Desoxycholsaure, mit Fettsiuren 
kristallisierbare, wasserlésliche Verbindungen bildet, die sie Choleinsaiuren 
nannten. Das Molekulargewicht der Stearin-Choleinsiure betragt 3420. Die Analyse 
ergibt, da 8 Mol. Desoxycholsiure 1 Mol. Stearin- oder Palmitinsiure wasser- 
léslich machen. Zur Resorption von 100 g Fettsaéuren ist das Vielfache an Des- 
oxycholsiure notwendig, auBerdem enthalt die Galle nur einen kleinen Anteil 
Desoxycholsiure. Glykochol- und Taurocholsaure, die Hauptmengen der Gallen- 
siuren, bilden keine Choleinséuren. Mit dieser Hypothese kann man die Resorption 
von 100g Fett im menschlichen Darm im Verlauf von 24 Stdn. nicht erkliren, 
denn bei einer tiglichen Produktion von 1000 ccm Galle, die 2 bis 3% Gallensiuren 
enthilt, wiirden 20—30 g Gallensiuren und nur wenige Gramm Desoxycholsiure 
zur Verfiigung stehen. Auch wenn man eine rasche Ausscheidung der resorbierten 
Desoxycholséure in Betracht zieht, wiirde es nicht méglich sein, verstindlich zu 
machen, wie 100g Fett aufgesaugt werden kénnen. Daraus folgt, daB das 
Choleinséureprinzip von Wieland und Sorge die Fettresorption 
nicht ausreichend erkléren kann. 
._ Andere Anschauungen entwickelte Verzar®; er priifte die Resorption von 
Olsiure in einem 50 cm langen, abgebundenen Darmstiick von Ratten und fand, 
dal die Aufsaugung der Olsiure durch Glykochol- und Taurocholsiure beschleunigt 
wird, und daB die Beigabe von Glycerophosphaten die Fettresorption bei Gegenwart 
von Galle steigert. Verz4r nahm an, da$ in der Epithelzelle der Darmschleimhaut 
eine Phosphorylierung der Fettsiuren zu Phosphatiden stattfinde, welche die 
Transportform der Fette darstellen soll. Die gesteigerte Resorption von Fettsiure 
in gallensaurer Losung bei Zugabe von Glycerophosphaten erklart er damit, dati 
durch den beschleunigten Aufbau zu Phosphatiden ein schneller Abtransport der 
resorbierten Fettséuren erfolgt und dafs dadurch das Resorptionsgefalle gréBer 
wird. Gegen die Theorie von Verzér spricht die Beobachtung von Sillmann 
und Wilbrandt’, nach der bei der Fettresorption sich das Verhialtnis von Phos- 
phatiden zu Neutralfett in der Darmlymphe nicht andert, sondern prozentual 
gleichmaBig ansteigt. 

Es ist nicht bewiesen, da8B im Darm eine Phosphorylierung der 
Fettsiuren statt hat, so da8 die Hypothese von Verzar nicht aus- 
reichend begriindet ist. 


4. Lehnartz, Einfiihrung in d. Chem. Physiologie, Springer-Verlag, 
7. Aufl., S. 318 [1947 |. 

5 H. Wieland u. Sorge, diese Z. 97, 1 [1916]. 

6 F, Verzdr u. L. Laszt, Biochem. Z. 270, 24 [1934]. 

7H. Siillmann u. W. Wilbrandt, Biochem. Z. 270, 52 {1934 .]. 
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In neuester Zeit haben Sch ramm und Wolf® behauptet, daB die Fettsaéuren 
als Cholesterinester von der Darmwand aufgenommen wiirden, und daB die Ester- 
bildung an der Oberflache der Darmepithelzellen stattfindet. Wenn man bedenkt, 
daf im Chymus der Cholesteringehalt nur wenige mg % betrigt und daB auch die 
Epithelzelle wenig Cholesterin enthalt, erscheint die Vorstellung nicht wahrschein- 
lich. Es sind keine Beweise fiir die Richtigkeit der Annahme vor- 
handen. 

Wir stellen fest, daB keine der vorhandenen Hypo- 
thesen die Fettaufsaugung im Darm geniigend erklart. 

In unseren ersten Experimenten benutzten wir die Zellen der 
Sojabohnen als Testobjekt, da sie-viel Fett enthalten. Wir kochten 
Sojabohnen 2 Stdn., bis sie véllig erweicht waren und sich zu Brei zer- 
driicken lieBen. Unter dem Mikroskop sah man die isolierten Zellen, 
deren Hiillen intakt waren und die von zahlreichen Fettropfen erfiillt 
waren, die sich mit alkoholischer Sudanlésung intensiv rot farbten 
(Abb. 1). Im Brutschrank wurden die Sojazellen bei 38° mehrere Stunden 
der Einwirkung von Duodenalsaft ausgesetzt, der mehrfach frisch zu- 
gefiigt wurde, weil die Lipase auBerhalb des Kérpers bald unwirksam 
wird. Der py-Wert des Duodenalsaftes betrug durchschnittlich 7. Nach 
jeder neuen ‘Einwirkung des Duodenalsaftes war der Fettgehalt der 
Zellen vermindert, bis schlieBlich die Zellen kein Fett mehr enthielten 
(Abb. 2). Aus diesen Versuchen folgt mit zwingender Not- 
wendigkeit, daB Fett durch Duodenalsaft wasserléslich 
gemacht wird, denn sonst kénnte es die Zellwainde nicht 
durchdringen. Das Fett wurde bei neutraler Reaktion des 
Duodenalsaftes in wasserlésliche Form iibergefihrt. 


Abb. 2 


Wenn die Zellen der Sojabohne mit Ochsengalle oder mit Galle aus 
einer operierten menschlichen Gallenblase versetzt wurden, gelang es 
niemals, das Fett in den Zellen zu vermindern. Daraus folgt, daB Neutral- 
fett mit Hilfe der Galle allein nicht in einer solchen Weise wasserléslich 


* G. Schramm u. A. Wolff, diese Z. 268, 61 [1940]. 
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gemacht werden kann, daB es pflanzliche Zellwinde durchdringt. Offen- 
bar ist immer die Einwirkung der Lipase des Pankreassaftes notwendig, 
welche das Neutralfett in freie Fettsiiuren zerlegt. Manchmal beob- 
achteten wir eine Verringerung des Fettgehaltes der Zellen, wenn wir 
sogenannte Blasengalle, die bei der Duodenalsondierung mit Hilfe von 
Magnes. sulf. gewonnen worden war, den Pflanzenzellen zusetzten. 
Dies ist leicht verstindlich, weil Blasengalle in der Regel nicht rein 
sondern mit Pankreassaft vermischt ist, der einen Teil des Neutral- 
fettes spaltet. Es ist uns niemals gelungen, Neutralfett mit 
Hilfe von reiner Galle aus den Zellen zu lésen. 

In den nachsten Versuchen haben wir mit einem Pankreaspriparat 
das Neutralfett innerhalb der Zellen in Fettsiuren und Glycerin zerlegt 
und nachtriglich die Fettsiure mit reiner Galle aus den Zellen heraus- 
gelést. Wir verdauten die Zellen der Sojabohnen mit Pankreon und 
brachten sie in eine 5-proz. Lésung von Ochsengalle. Das Fett verschwand 
aus den Zellen. Aus diesen Versuchen folgt, daB Galle ohne 
Mitwirkung anderer Substanzen in der Lage ist, Fettsiuren 
wasserléslich und diffusibel fiir die Zellwainde der Pflanzen 
zu machen. 

In den Versuchen mit Duodenalsaft haben wir das Fett bei neutraler 
Reaktion aus den Pflanzenzellen gelést. In den Versuchen mit reiner 
Galle haben wir festgestellt, daB Galle bei neutraler Reaktion in der 
Lage ist, Fettsiiuren innerhalb von Pflanzenzellen in wasserlésliche und 
diffusible Form zu bringen. Nun erhebt sich die Frage, ob die 
Galle Fettsiuren auch bei saurer Reaktion aus den Zellen 
herauslésen kann. 

Wir haben zuerst einige Modellversuche an Hand der Pfliigerschen 
Angaben gemacht und Olsaure in Galle gelést: Wenn wir 100 ccm einer 
14-proz. Auflésung von neutraler Ochsengalle mit 190 ccm einer 1-proz. 
Na,CO,-Lésung versetzten, konnten wir 10g Olséure zu einer klaren, 
filtrierbaren Auflésung bei pq 6,5 bringen. Zum gleichen Resultat 
kamen wir bei Verwendung aquivalenter Mengen NaHCO, oder NaOH 
an Stelle von Sodalésung. Beim Natriumbicarbonat hatte die Lésung 
ein Pg von 6,5, bei Natronlauge war sie alkalisch, sie konnte aber durch 
Zufiigen von Salzsiure auf pq 6 bis 6,5 gebracht werden, ohne daB eine 
Triibung eintrat. 

In einer 2-proz. Gallelésung, die mit der aquivalenten Menge NaOH. 
versetzt war, gelang es, Oleinsdure bei pg 6 bis 6,5 im Verhiltnis 1: | 
zur Trockensubstanz der Galle zu lésen, d. h. mit anderen Worten, 
Trockengalle lést bei schwachsaurer Reaktion unter be- 
stimmten Bedingungen gleiche Teile Olsaure. 

Die Pfliigerschen Versuche zeigten, daB bei Verwendung von Fett- 
siiuregemischen an Stelle reiner Olsiure noch wesentlich gréBere Mengen 
Fettsiure gelést werden kénnen, die das Verhiiltnis 1 : 1 iibersteigen. 

Wir haben auch diese Versuche iiberpriift und ein Stearin-Olsiure- 
gemisch in Ochsengalle bei py 6,5 bis 7 gelést. 
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Durch die Versuche wurde bewiesen, daB 1 Tl. Galle 1—2 Tle. 
Fettsiiure in wasserlésliche Form bringen kann, wenn Natron zugegen 
ist, und daB die lockeren Doppelverbindungen, die offensichtlich aus 
Galle- und Fettsiuren entstehen, im sauren Bereich bis zu py 6,5 be- 
stiindig sind. Dieses Verhiltnis ist so giinstig, daB es keine 
Schwierigkeiten bereitet, die Resorption von so groBen 
Fettmengen, wie sie in der menschlichen Kost enthalten 
sind, mit Hilfe der zur Verfiigung stehenden Gallenmenge 
zu erklaren. 

Um unsere Schliisse noch stiirker zu unterbauen, haben wir ver- 
sucht, Fett mit Hilfe von Galle in Zellen hineinzubringen, die kein Fett 
enthalten und es spiter durch Galle wieder herauszulésen. Hierzu eignen 
sich die Kartoffelzellen. Wenn man einen Tropfen Kartoffelbrei mit 
einer halbprozentigen Lugolschen Lésung vermischt und unter dem 
Mikroskop betrachtet, sieht man die Zellen von Starke erfiillt. Die 
groBen blasigen Zellen haben eine glasklare Hiille und sind vdllig erfiillt 
von blaugefairbter Starke. Wenn Kartoffelzellen mit Speichel verdaut 
werden, verwandelt sich die Starke im Innern der Zellen in Trauben- 
zucker, diffundiert durch die Hiille und kann mit Hilfe der Trommer- 
schen Probe in-der iiber den Zellen stehenden Fliissigkeit nachgewiesen 
werden. Nach ausreichender Einwirkung des Speichels sind die Kartoffel- 
zellen stiirkefrei und die Reaktion mit Lugolscher Lésung fallt negativ 
aus (Abb. 3). Die Erklarung fiir den Vorgang liegt darin, daB die Stiirke 
als hochmolekulare Verbindung die Zellwand nicht durchdringt, daB 
die Diastase die Zellhiille durchwandert und daf der Traubenzucker als 
diffusible Verbindung sehr leicht aus den Zellen herausgelangen kann. 

Wenn wir Kartoffelzellen, aus denen die Stiirke durch mehrstiindige 
Kinwirkung von Speicheldiastase herausgelést war, in eine Fliissig- 
keit brachten, die 5% Ochsengalle, 3% Olsiure enthielt und einen 
pu-Wert von 6,5 hatte, und wenn wir nach 12 Stdn. den pq-Wert mit 
Hilfe von Salzsiiure auf 3 brachten, wurden die léslichen Gallensiure- 
Fettsiiureverbindungen zerstért und fielen teils innerhalb teils auBerhalb 
der Zellen aus. Wir wuschen die Zellen mehrfach mit dest. Wasser und 
mit Ather, um das auBen an den Zellen haftende Fett zu entfernen. Dann 
wurden die Kartoffelzellen mit Sudanlésung gefiirbt und unter dem 
Mikroskop betrachtet; sie enthielten zahlreiche Fettropfen (Abb. 4). 
Damit war der Beweis erbracht, dah die wasserlésliche 
CGallensiure-Fettsaureverbindung die intakte Zellwand von 
auBen nach innen bei fq 6,5 durchdrungen hat. 


In der folgenden Versuchsreihe haben wir Kartoffelzellen, welche 
wir in der beschriebenen Weise mit Fettropfen gefiillt hatten, 12 Stdn. 
in eine 5- proz. Lésung von Ochsengalle von py 6,5 gebracht. Nach dieser 
Zeit war alles Fett aus den Zeilen verschwunden. Die Fettsaure, 
die wir kiinstlich, mit Hilfe von Galle bei einer Reaktion, 
wie sie im Diinndarm herrscht, in die Kartoffelzelle hinein- 
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gebracht hatten, konnten wir durch Galle bei saurer Re- 
aktion aus den Pflanzenzellen herauslésen. 

Mit unseren Versuchen haben wir bewiesen, daB im Innern von 
Pflanzenzellen bei einer schwachsauren Reaktion, wie sie im Diinndarm 
herrscht, aus Fettsiuren und Galle wasserlésliche Verbindungen ent- 
stehen, welche die Zellwand durchdringen. Die gleiche Verbindung von 
Galle mit Fettsiure, die im Verhiltnis 1:1 entsteht, ist in der Lage, 


die Pflanzenzelle von auBen nach innen zu durchwandern, so daB es 
moglich ist, Fett in Pflanzenzellen hineinzubringen, die keines enthalten. 
Die tierische Zelle des Darmepithels gleicht- der Pflanzenzellwand in 
vieler Hinsicht und wir kénnen mit guten Griinden folgern, daB das 
Fett in der gleichen Weise, wie es in Pflanzenzellen aufgenommen wird, 
auch von dem Epithel des menschlichen Diinndarmes resorbiert wird. 
Die im Darm entstandenen Fettsiuren bilden mit den Gallensiuren 
wasserlésliche Verbindungen, welche bei einer Reaktion bestindig sind, 
wie sie im menschlichen Diinndarm herrscht. In quantitativer 
Hinsicht entspricht unsere Theorie der Fettresorption v6l- 
lig den Verhaltnissen, wie wir sie bei Menschen beobach- 
ten, da 1 Tl. Trockengalle in der Lage ist, bei py 6,5 1 TI. 
Fettsiure wasserléslich zu machen. 


Zusammenfassung 


Wir haben nachgewiesen, da die Hypothesen der Fettresorption, 
die in der Physiologie zur Erklirung der Fettverdauung aufgestellt 
wurden, sich mit den Beobachtungen bei Menschen nicht vereinbaren 
lassen und haben deshalb eigene Versuche unternommen. 

Als Modell verwandten wir die reichlich mit Fett gefiillten Zellen 
der Sojabohnen, aus denen wir mit Hilfe von Duodenalsaft das Fett 
herauslésen konnten. Duodenalsaft ist. ein Gemisch von Magensaft, 
Galle und Pankreassaft. Galle allein kann das in den Zellen enthaltene 
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Neutralfett nicht herauslésen. Wenn durch die Lipase der Bauchspeichel- 
driise das in den Sojazellen enthaltene Neutralfett in Fettsiiure umge- 
wandelt ist, wird diese durch reine Ochsengalle oder durch reine Galle 
aus menschlichen Gallenblasen aus den Zellen bei py 6,5 quantitativ 
gelést. In Modellversuchen konnten wir zeigen, da Ochsengalle Fett- 
siuren im Verhialtnis 1:1 wasserléslich macht bei einer Reaktion, wie 
sie im menschlichen Diinndarm herrscht. Unter diesen Bedingungen 
haben wir Fettsiuren mit Hilfe von Galle durch die geschlossene Zell- 
wand in Kartoffelzellen hineingebracht und spiiter das in den Kartoffel- 
zellen enthaltene Fett mit Galle wieder herausgelést. Aus diesen Ver- 
suchen folgt, da& Fettsiuren mit Hilfe von Galle die pflanzlichen Zell- 
membranen nach beiden Richtungen durchwandern. Da die Membran 
der Epithelzelle des Diinndarmes ‘ihnliche Eigenschaften einer aus- 
wihlenden Permeabilitét hat wie die Wand der Pflanzenzellen, dringt 
das Fett in der gleichen Weise in die Darmepithelzelle ein wie in die 
Pflanzenzelle. Diese Theorie der Fettresorption, die sich auf den Pfliiger- 
schen Anschauungen aufbaut, steht mit allen Beobachtungen in Ein- 
klang, die in der Physiologie und in der Klinik iiber die Verdauung des 
Fettes gesatnmelt worden sind. 


Bemerkungen zur Arbeit von H. Herken ,,Zur enzymatischen 
Hydrolyse racemischer Peptide‘? 


Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz * 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. September 1949) 


In der angefiihrten Arbeit hat H. Herken verschiedentlich zu einer von mir 
mit M. Exner im Jahre 1944 ausgefiihrten und 1947 zur Veréffentlichung gelangten 
Untersuchung ,,Uber die sterische Spezifitat tierischer Dipeptidase gegentiber 
racemischen Peptiden“? Stellung genommen und den Wunsch nach einer Bekannt- 
gabe ergainzender Belege dazu geaiuBert. Da wir mit Kriegsende in Prag saémtliche 
Aufzeichnungen eingebiiBt haben, ist mir zu meinem Bedauern eine solche nicht 
mehr moglich; auch war es mir aus éuBeren Griinden bisher vi erwehrt, diese Unter- 
suchung wieder aufzunehmen und fortzufiihren. 

Der wesentliche Befund aus unseren Versuchen, die Parallelitét von Carb- 
oxylzuwachs und Drehungsinderung bei der enzymatischen Spaltung racemischer 
Peptide, nimlich im Sinne einer ausschlieBlichen Spaltung der l-Komponenten, 
wird durch die von H. Herken vorgebrachten Bemerkungen nicht berihrt. Ich 
beabsichtige aber, diese vergleichende Methode auf weitere Beispicle anzuwenden, 
wenn sich mir demnichst dazu eine Méglichkeit bictet. 


* Miinchen 23, Kraepelinstrafe 2. 
1 Diese Z. 283, 277 [1948/45]. 
2 Diese Z. 282, 120 [1945/47]. 
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Versuche zur Isolierung des Kallikreins, I. 
Von 
Heinrich Kraut und Inge Schweitzer 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Dezember 1948) 


In einer Abhandlung zur Kenntnis des Kallikreins beschrieben 
H. Kraut, E. K. Frey, E. Bauer und F. Schultz! eine Reihe von 
Darstellungsmethoden des Kallikreins aus Harn, die trotz ihrer Ver- 
schiedenheit zu Praiparaten von ungefihr demselben Reinheitsgrad 
fiihrten, némlich von 0,1 mg organischer Substanz je Kallikreineinheit 
(K.E.). Diese Priparate wiesen aber eine verschiedene Zusammensetzung 
auf. Der Phosphorsauregehalt schwankte zwischen 0,06 und 1,2y je 
K.E.; manche Priparate enthielten viel, andere weniger als 0,4 y Ty- 
rosin je K.E.; alle gaben die Paulysche Diazoreaktion, aber in sehr 
verschiedener Starke. Dies lieB darauf schlieBen. daB das Kallikrein in 
diesem Reinheitsgrad noch von einem groBen Uberschu8 von Verun- 
reinigungen begleitet war. Die im folgenden beschriebenen Versuche 
haben dazu gefiihrt, den gréBten Teil dieser Verunreinigungen zu be- 
seitigen, ohne jedoch das Ziel, die Isolierung des reinen Kallikreins zu 
erreichen. Unser reinstes Praparat enthalt auf eine Kallikreineinheit 
noch 2y organische Substanz. Bei der biologischen Auswertung des 
Kallikreins, zu der die Anderung der Carotisdruckkurve von Hunden 
nach intravenéser Einspritzung dient, kénnen noch 0,01 K.E. je kg Tier 
beobachtet werden. Die Nachweisgrenze des Kallikreins liegt daher 
z. Zt. bei 0,02 y je kg Tier. Das Kallikrein gehért demnach zu den 
wirksamsten kérpereigenen kreislaufaktiven Stoffen. 

Als Ausgangsmaterial der Reinigung bedienten wir uns der handels- 
iiblichen Padutinpraparate, die das Werk Elberfeld der Farbenfabriken 
Bayer dankenswerterweise in Chargen von 10—40000 K.E. zur Ver- 
fiigung gestellt hatte. Wir konnten daher mit demselben Ausgangs- 
material gréBere Versuchsreihen ausfiihren. Die verwendeten Lieferungen 
enthielten 9—16 K.E. je cem und 120—200 y organischer Substanz je 
K.E. Wahrend solche Praiparate bei Vermeidung von bakterieller Zer- 
setzung monatelang ohne Wirksamkeitsverlust haltbar sind, ist die 
gréBte Schwierigkeit der Isolierung darin zu sehen, daB mit zunehmender 
Reinheit der Priparate das Kallikrein immer unbestandiger wird. Unsere 
reinsten Praiparate verloren manchmal schon innerhalb weniger Tage 
einen groBen Teil ihrer biologischen Wirksamkeit, die der einzige MaB- 
stab ihrer Menge ist. 


1 Diese Z. 205, 19 (1932). 
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Wir suchten daher nach einem rasch und einfach durchfiihrbaren 
Verfahren, um einen groBen Teil der Verunreinigungen noch ohne Ver- 
lust der Stabilitét des Kallikreins zu entfernen. Hierzu eignet sich die 
schon in der zitierten Abhandlung zur Kenntnis des Kallikreins be- 
schriebene Voradsorption von Verunreinigungen an Bleiphosphat. Zu 
ihrer Durchfihrung ist es am besten, das Bleiphosphat in der Lésung 
selbst aus Bleiacetat und Diammoniumphosphat entstehen zu lassen?. 
Bei Anwendung gréBerer Kallikreinmengen erhielten wir jedoch anfangs 
schwankende Resultate. Es stellte sich heraus, daB dies auf der ungleich- 
maBigen Verteilung der Reagenzien waihrend der Bildung des Blei- 
phosphats beruht. Man kann die Reproduzierbarkeit bedeutend erhéhen, 
wenn man die Praparate bei der Adsorption in kleine Fraktionen unter- 
teilt. Wir verwenden meist Proben von 10 ccm der Padutinlésungen 
mit 9—16 K.E. je ccm, die mit 0,1 oder 0,15 ccm ]-proz. Diammonium- 
phosphatlésung und entspr. mit 0,2 oder 0,3 cem 2-proz. Bleiacetat- 
lésung versetzt werden. Die Filtrate — meist 6 bis 10 — werden ver- 


einigt und zur Entfernung des iiberschiissigen Phosphats mit Magnesia- , 


mixtur versetzt (Probe auf Vollstandigkeit der Fallung). 

Nach Filtration werden die Priparate 2—3 Tage gegen flieBendes 
dest. Wasser dialysiert, wobei fiir die letzten 24 Stdn. doppelt destilliertes 
Wasser verwendet wird. Anfangs diente Cellophan als Dialysiermembran, 
spater stellten wir uns mit Hilfe von 6-proz. Collodiumlésung durch 
AusgieBen von Reagens- oder Zentrifugenglasern diinnwandige Sackchen 
her, die etwas giinstigere Trockengewichte lieferten. Die Sackchen hatten 
bei 4em Durchmesser bis zu 100 ccm Fassungsvermégen. 

Die Ausbeute an wirksamem Kallikrein nach der Dialyse lag zwischen 
50 und 90%, meist um 60%. Bei den ersten Praparaten war die Steige- 
rung des Reinheitsgrades gering, z. B. 90)—100 y organischer Substanz 
je K.E. Wir beobachteten meist einen starken Tyndall-Effekt, der auf 
unvollstandige Abtrennung der durch Bleiphosphat ausgefallten EiweiB- 
stoffe schlieBen lieB. Wir dampften daher die Praparate im Vakuum 
(bei ca. 30°) auf ungefahr 1/,, ihres Volumens ein und unterwarfen sie 
dann einer Membranfiltration. Die von uns anfangs verwendeten Filter 
der Membranfiltergesellschaft Géttingen hatten die Bezeichnung Mem- 
bran mittel 15” oder 25’. Ein wesentlicher Unterschied zwischen diesen 
Filtern wurde nicht beobachtet. 

Die nach dem Eindampfen dunke! graubraun aussehenden Pri- 
parate waren nach der Membranfiltration hellbraun bis gelb gefarbt 
und vollkommen klar. Die ersten Praparate enthielten 40—60 y orga- 
nische Substanz je K.E., die spiteren meist 20—30 y. Das Eindampfen 
verlief fast immer verlustlos. Bei der Membranfiltration trat nur ein 
geringer mechanischer Verlust ein. 

Eine Zeitlang fiihrten wir die Dialyse mit Collodiummembranen 
bestimmter Porenweite aus, die nach der Vorschrift von Elford herge- 


* s. R. Willstatter, K. Schneider u. E. Wenzel, diese Z. 151, 1 [1926]. 





ee. ark. aos 2 i 


SS — woe 


eS. &. 


a 
iv . 


— =e 
ee 


rt « es F 3 


~ 
’ 


Bd. 284 (1949) Versuche zur Isolierung des Kallikreins 1 213 


stellt waren. Am giinstigsten waren Membranen, bei deren Herstellung 
zu der Ather-Alkohol-Amylalkohol-Mischung 2° Wasser zugesetzt waren, 
wodurch verhaltnismaBig groBe Poren entstanden. Dadurch wurde schon 
bei der Dialyse eine gréBere Reinheit erreicht, des dfteren 20—30 y 
organischer Substanz je K.E. Das beste Praparat enthielt sogar nur 
6y. Wurden diese Praparate anschlieBend der Membranfiltration unter- 
worfen, so trat oft, aber nicht immer, eine weitere Reinigung ein, z. B. 
von 23 auf 11 y, von 30 auf 18 y. Ein Praparat mit 7 y je K.E. nach 
der Dialyse erfuhr durch die Membranfiltration keine weitere Zunahme 
seiner Reinheit. Im ganzen brachte die Verwendung der Dialysier- 
membran nach Elford keinen wesentlichen Fortschritt, da die fol- 
gende Membranfiltration die Unterschiede der Dialyse ausgleicht. An 
die Membranfiltration schlossen wir eine Fallung des Kallikreins mit 
Aceton an. Werden die membranfiltrierten Praparate mit der dreifachen 
Menge Aceton versetzt, so tritt zuerst eine starke Triibung auf, die sich 
schlecht und unvollstandig abzentrifugieren la8t. Nach dem Zusatz von 
1 mg Kochsalz auf ungefahr 30 ccm der acetonhaltigen Mischung flockt 
die Triibung in wenigen Minuten aus, und der Niederschlag 14Bt sich 
rasch vollstandig abzentrifugieren. Die Acetonfallung brachte meist noch 
einen wesentlichen Reinigungserfolg, der aber von dem vorher erreichten 
Reinigungsgrad sehr abhing. So ging das Trockengewicht einer mem- 
branfiltrierten Lésung von beispielsweise 42 y nur auf 32y je K.E. 
zuriick, wahrend ein anderes Praparat aus demselben Ausgangsmaterial, 
das nach der Membranfiltration 22 y organische Substanz je K.E. hatte, 
durch die Acetonfallung auf 8 y je K.E. kam. 

Bei der Membranfiltration andert sich die Bestaindigkeit der Kalli- 
kreinpraparate nicht wesentlich, durch die Acetonfallung nimmt sie sehr 
ab. Ein Praparat vom Reinheitsgrad 7 y K.E. verlor in 3 Wochen 90% 
seiner Wirksamkeit. 3 Praiparate von 10, 12 und 17 y je K.E. wurden 
vereinigt. Nach 2 Monaten hatten sie noch 40% ihrer Wirksamkeit. Der 
Verlust scheint sich also mit zunehmendem Reinheitsgrad zu verstarken. 

Das bisher geschilderte Verfahren der Isolierung des Kallikreins 
hat den Nachteil, da8 der Reinigungserfolg ohne erkennbaren Grund 
in weiten Grenzen schwankt. Bei fast unverinderten Wirksamkeits- 
ausbeuten von 56—60% erhielten wir nach der Acetonfallung Reinheits- 
grade von 4—66 y je K.E. 

Von 27 Versuchen lagen 9 Priparate zwischen 4 und 9 y, 9 zwischen 
12 und 18 y, der Rest zwischen 25 und 66 y je K.E. Wiederholung der 
einzelnen Schritte der Reinigung, z. B. der Membranfiltration oder der 
Acetonfallung, hatten meist durch Wirksamkeitsverluste negative, in 
einigen Fallen positive Erfolge. Nur ein einziges Mal verbesserte eine 
zweite Membranfiltration nach der Acetonfallung den Reinheitsgrad von 
17 auf 3 y organische Substanz pro K.E., allerdings bei einer Ausbeute 
von nur 25%. Hierzu verwendeten wir ein Filter mit feineren Poren, 
namlich Membran fein 65’. Es stellte sich heraus, da8 nach griindlicher 
Dialyse in allen Fallen durch Membran fein filtriert werden kann. Auf 
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die Reinheit wirkte sich dies insoweit giinstig aus, als wir von da an 
niemals mehr Praparate erhielten, die einen schlechteren Reinheitsgrad 
als 38 y je K.E. nach der Bleiphosphatvoradsorption und der Membran- 


filtration hatten. 

Da die Acetonfallung keine geniigende GleichmaBigkeit der Pra- 
parate gewahrleistete, suchten wir nach einem anderen Verfahren, das 
im Anschlu8 an die Membranfiltration durchgefiihrt werden konnte. 
Versetzt man unreine Kallikreinpraparate mit Phosphorwolframsaure, 
so enthalt der entstehende Niederschlag das gesamte Kallikrein unter 
viel verunreinigendem Eiwei8. Wir stellten fest, daB das Kallikrein auch 
nach der Membranfiltration vollstiéndig durch Phosphorwolframsaure 
ausgefallt wird. Ob es sich hierbei um eine Adsorption an das ausgefallte 
EiwciB handelt, oder ob Kallikrein selbst ein schwer lésliches Phosphor- 
wolframat bildet, 148t sich noch nicht entscheiden. Fir die Reinigung 
ist die Phosphorwolframsaurefallung auf dieser Stufe der Isolierung sehr 
geeignet. Man kann bei vorsichtigem Arbeiten in der Kalte den Nieder- 
schlag ohne Wirksamkeitsverlust in verd. Ammoniak lésen und daraus 
mit geringem Kallikreinverlust die Phosphorwolframsaure mit Baryt- 


wasser unter Zusatz von Ammoniumcarbonat fallen. 

Das folgénde Beispiel zeigt eine vollstandig durchgefiihrte Reinigung: 
240 ccm Padutinlésung, enthaltend 1920 K.E. wurden in Portionen von 10 ccm 
mit 0,1 cem 1-proz. Diammoniumphosphatlésung versetzt, umgeschiittelt, mit 
0,2 ccm 2-proz. Bleiacetatlésung versetzt und griindlich vermischt. Dann gaben 
wir eine Messerspitze Kieselgur zu und filtrierten durch glatte, mit etwas Kiesel- 
gur beschickte Filter. Die vereinigten Filtrate wurden in 4 Collodiumsackchen 
von je 100 ccm Fassungsvermégen 48 Stdn. gegen flieBendes dest. Wasser dialy- 
siert, dann durch Membranfilter fein 70” unter Saugen filtriert. Die Losung 
(390 cem, enthaltend 1560 K.E.) wurde mit 4% Natriumchlorid versetzt, aul 
— 3° abgekiihlt und mit 15 ccm 20-proz. Phosphorwolframsaure versetzt. Der 
Niederschlag wurde abzentrifugiert, 2-mal mit 20 cem 2-proz. Kochsalzlésung 
gewaschen, mit 1,5 ccm /,)-Ammoniak verriihrt und abzentrifugiert. In der 
ammoniakalischen Lésung befanden sich 90% des der Phosphorwolframsiure- 
fallung unterworfenen Kallikreins. 1,2 ccm dieser Lésung wurden mit 1 ccm 
gesattigter Kochsalzlésung und 5 com Wasser versetzt und mit 0,5 ccm n/,-Salz- 
siure auf schwachsaure Reaktion gebracht. 0,5 ccm 20-proz. Phosphorwolfram- 
siurelésung fallten das Kallikrein quantitativ aus. Man wusch zweimal mit 
10 ccm 1-proz. Kochsalzlésung, suspendierte den Niederschlag in 1,5 ccm 1/,,- 
Ammoniak und zentrifugierte vom Ungelésten ab. Die Wirksamkeit war noch 
vollstandig erhalten. 1,45 ccm wurden mit 20 ccm gesiittigtem Barytwasser und 
100 mg Ammoniumcarbonat versetzt, und der entstandene Niederschlag ab- 
zentrifugiert. (Wenn die Lésungen beim Zentrifugieren nicht klar wurden, ver- 
setzten wir sie mit 1 ccm einer vorher sorgfiltig ausgewaschenen Suspension 
von Tierkohle und filtrierten durch Membranfilter mittel 25’’.) AnschlieBend 
wurde 5 Stdn. in kleinen Collodiumsickchen gegen eisgekiihltes, doppelt destil- 
liertes Wasser dialysiert. Die Ausbeute der 2. Phosphorwolframsiurefallung be- 
trug unter Abrechnung mechanischer Verluste 80—90%. Unter 7 nach dieser 
Vorschrift hergestellten Priparaten hatten 5 einen Reinheitsgrad von 5—8 y 
je K.E., ein Praparat enthielt 2 y, ein anderes 3 y organischer Substanz auf 
eine K.E. 

Die Schwankungen des Reinheitsgrades sind also, soweit es dic 
kleine Zahl] der durchgeiiihrten Praparate erkennen laBt, viel geringer 


als bei der Acetonfallung. Die Kombination der Phosphorwolframsaure- 
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fallung mit vorangehender Bleiphosphatvoradsorption, Dialyse und 
Membranfiltration erscheint z. Zt. als das beste Verfahren zur Gewin- 
nung hochgereinigter Kallikreinpraparate. 


Untersuchungen iiber das Sphingomyelin und die atherunldéslichen 
Glyeerinphosphatide des Gehirns 
Von 
Friedrich Rennkamp * 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Kiln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. November 1948) 
A) Die itherunléslichen Glycerinphosphatide 


In einer fritheren Arbeit! wurde die Befreiung des Sphingomyelins 
von den durch Lésungsmittel nicht abtrennbaren atherunléslichen 
Glycerinphosphatiden beschrieben. Durch Behandlung mit Natrium- 
alkoholat wurden die Fettséuren des Glycerinphosphatids durch Um- 
esterung abgespalten und dann die Spaltprodukte der Glycerinphos- 
phatide und sehr geringer Mengen mitgespaltenen Sphingomyelins vom 
ungespaltenen Sphingomyelin abgetrennt. 

Unter den Spaltprodukten der Glycerinphosphatide erhielt ich 
neben den Fettsaure-athylestern, die in fast theoretischer Menge an- 
ficlen (ber. aus dem Glyceringehalt des Rohsphingomyelins), bei den 
glycerinreichen Praparaten auBerdem Glycerinphosphorsaure, die nicht 
naher untersucht wurde. Die Fettsiuren dagegen wurden genauer cha- 
rakterisiert. 

Die Fettsauren. 8,3 g Ester wurden zwecks Abtrennung etwa amidartig 
gebundener Fettsiuren aus einem Claisen-Kélbchen restlos iiberdestilliert 
(0.3 mm Hg). Ausbeute 7,52 g. JZ 3,1 (3,2). Eine Probe (0,77 g) wurde verseift 
und von dem in iiblicher Weise gewonnenen Fettsiuregemisch (0,64 g¢ Schmp. 
56,5°) das Aquivalentgewicht bestimmt. 

44,34, 45,60 mg Sbst: 1,712, 1,753 com n/10-NaOH. 
Aquiv.-Gew. gef. 259,1, 260,1. 

Das Fettsiiuregemisch schien also vorwiegend aus Palmitinsiure zu bestchen- 
Es wurde mit der Hauptmenge Ester wieder vereinigt und die Gesamtsubstanz 
mit Athylalkohol/Schwefelsiure verestert. 

7,19 g Ester wurden dann in der von Klenk und Schuwirt h? angegebenen 
Apparatur bei 0,02—0,06 mm fraktioniert destilliert (Tab. 1). 


* Dr. med. habil. F. Rennkamp geriet im Jan. 1943 bei den Kampfen 
um Stalingrad in russische Gefangenschaft und wird seitdem vermiBt. Die vor- 
liegende Arbeit ist in den Jahren 1940—1941 in meinem Institut ausgefiihrt und 
als Habilitationsschrift von der Med. Fakultit der Universitit K6ln im Jahre 
1943 angenommen worden. Das Erscheinen der letzten Arbeiten iiber Sphingo- 
myelin von Thannhauser und Mitarbb. (J. biol. Chemistry 172, 135[1948] ver- 
anlaBt mich, mit der Veréffentlichung nicht mehr, wie urspriinglich beabsichtigt, 
bis zur evt. Riickkehr des Verf. aus der Gefangenschaft zu warten. E. Klenk. 

1 E. Klenk u. F. Rennkamp, < iese Z. 267, 145 [1941]. 

2 E, Klenk u. K. Schuwirth, dicse Z. 267, 260 [1941]. 
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Ergebnis. Die Berechnung der prozentualen Anteile ergibt fir: 
Cyy---- 3,3%, Cyg... . 81,4%, Cig... . 15.3%. Es liegt auBer den ge- 
sittigten Fettsiuren wohl auch eine sehr geringe Menge Olsaure vor, 
die man praktisch vernachlassigen darf. Diese Befunde bestatigen im 
wesentlichen die Mitteilung von Merz’, der in einem atherunléslichen 
Lecithin ebenfalls Palmitin-, Stearin- und Olsdure fand. Eine geringe 
Beimengung von Nervonsaure fiihrt er darauf zuriick, daB sein Lecithin- 
praparat noch geringe Mengen Sphingomyelin enthielt (P : N = 1: 1,1). 





Freie Sauren 


Athylester ; : 
| |umkrist.aus Aceton 








Menge Schmp. | Jz Aquiv.-| Schmp. |Aquiv.-| Schmp. Aquiv.- 
in g °C Gew. °C Gew. | Gew. 
ber. 

0,41 fliissig 244,1 q 

0,71 um 22 254,4 62,5 256,6 
0,68 24—24,5 256,1 | 62,5—63 | 256,5 
0,76 24—24,5 Cig Hs, O, | 
0,65 | 24—24,5 62,5—63 | 256,5 | 62,6 | 256,4 | 
0,80 - | 24—24,5 
0,70° | 24—24,5 
0,60 24—24,5 62,5—63 62,5—63 | 256,5 
0,84 24 57,5—58 
0,30 31 66—66,5 68—68,5 | 280,8 
0,60 28,5—29 64—64,5 67,5—68 | 285,8 


CONST we we 
































Summe 7,05 








Tab. 1. Ergebnis der Fraktionierung des bei der Spaltung der Glycerinphos- 
phatide erhaltenen Fettsiuregemischs. 


Das Vorliegen von fast ausschlieBlich gesattigten Fettsiiuren ist 
eine Erklarung fiir die Unléslichkeit dieser Glycerinphosphatide in 
Ather und die dadurch bedingte schwierige Abtrennbarkeit vom Sphingo- 

‘myelin. Die Menge von 81% Palmitinsaure spricht weiterhin dafiir, dah 
in diesen Lecithinen des Gehirns unter anderem ein Dipalmityllecithin 
vorgelegen haben muB. 

B) Sphingomyelin 
1. Das Reineckat des Sphingomyelins 

Die vor Auffindung der Alkoholatmethode von Klenk und Renn- 
kamp! nur mit gré8ten Schwierigkeiten médgliche Abtrennung der 
atherunléslichen Glycerinphosphatide vom Sphingomyelin (vgl. Merz‘) 
wurde vorher von Thannhauser und Setz® durch Anwendung der 
Reineckesaure zu erleichtern versucht. Sie gingen von der Voraussetzung 
aus, daB Reineckesaure die Glycerinphosphatide nicht als Reineckate 


3 W. Merz, diese Z. 196, 10 [1931]. 
4‘ W. Merz, diese Z. 193, 59 [1930]. 
* §. J. Thannhauser u. P. Setz, J. biol. Chemistry 116, 527 [1936]. 
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ausfallt, und sahen die erhaltenen Reineckate, in denen je 1 Reinecke- 
siure-Radikal mit 3 Mol. Sphingomyelin verbunden sein sollte, als einen 
weiteren Beweis fiir die vorher angenommene, aber spiter widerrufenc ® 
Existenz eines trimeren Sphingomyelins an. Es erschien mir jetzt von 
Interesse, ein Reineckat aus glycerinfreiem Sphingomyelin darzustellen 
und mit einem aus glycerinhaltigen Sphingomyelin gewonnenen zu ver- 
gleichen. 

Zu diesem Zweck wurden je 503 mg eines reinen Sphingomyelins (Prap. A!: 
P4,01%, N 3,59%, Glycerin 0%. P: N = 1: 1,97) und eines etwa 30% Glycerin- 
phosphatide enthaltenden Sphingomyelins (Prip. B,!: P 4,21%, N 3,13%, 
Glycerin 4,05%, P: N = 1: 1,65) in je 30 com Methylalkohol gelést, mit wenig 
konz. HCl angesiuert und mit 10 ccm einer kalt gesittigten methylalkoholischen 
Losung von Ammoniumreineckat versetzt. Nach Stehenlassen im Eisschrank 
wurde abgesaugt, mit wenig eiskaltem Methylalkohol und Ather nachgewaschen 
(Arbeitsvorschrift von Thannhauser und Setz'). 

Ausbeute: A 499 mg; B, 447 mg. 

A: 20,33, 20,92 mg Sbst.: 61,0, 61,2 mg WK (Phosphorbestimmung nach 
Embden). — 6,46, 6,88 mg Sbst.: 3,36, 3,53 ccm n/100-HCl (Mikro-Kjeldahl). 

19,65 mg Sbst.: 1—2 Tropfen n/50-Na,S,0, (Mikro-Glycerinbestimmung 
nach Blix’). 

Ber.* P 3,33, N 7,50, Glycerin 0. 

Gef. P 3,34, N 7,25, Glycerin 0. 

B,: 20,33. 21,15 mg Sbst.: 60,3, 61,6 mg WK. — 10,40, 9,61 mg Sbst.: 
5,17, 4,79 com n/100-HCI. — 20,16 mg Sbst.: 1,48 cem n/50-Na,8,0,. 

Gef. P 3,33, N 6,98, Glycerin 2,26. 

Das Praiparat B, wurde in methylalkoholischer Lésung mit Silbernitrat 
zerlegt® und das Ausgangsprodukt zuriickgewonnen (aus 365 mg Reineckat 
204 mg Substanz. 

Es ist also zweifellos gelungen, auf dem Wege iiber das Reineckat 
den Gehalt an Glycerinphosphatiden zu verringern. Andererseits ist aus 
den Ausbeuten an Reineckat und der Glycerinbestimmung beider Pra- 
parate zu schlieBen, daB auch die Glycerinphosphatide ein in Methyl- 
alkohol nicht restlos lésliches Reineckat bilden. 

Fir die, das Sphingomyelin verunreinigenden, a4therunléslichen 
Glycerinphosphatide ware das durchaus verstandlich. DaB die Lecithine 
iiberhaupt kein Reineckat bilden, ist wohl auszuschlieBen, da die Bin- 
dung der Reineckesaure iiber das Cholin erfolgt. Ein Praparat von 
Sphingosin gab unter gleichen Bedingungen kein Reineckat. Der Erfolg 
des Trennungsverfahrens diirfte im einzelnen Fall von der Menge des 
Lésungsmittels, der Dauer der Kristallisation und der Menge des zum 
Nachwaschen beniitzten Lésungsmittels abhaingen. 

Bei der Berechnung des P- und N-Gehaltes der Reineckate muBte 
im Gegensatz zu Thannhauser»® eine Verbindung zugrunde gelegt 
werden, die aus 1 Mol. Reineckesaure und 2 Mol. Phosphatid zusammen- 
gesetzt ist. Diese Annahme wurde gesichert durch die sich gleichartig 


6 §. Thannhauser u. J. Benotti, diese Z. 253, 217 [1938]. 

7 G. Blix, Mikrochim. Acta 1, 75 [1937]. 

* Die Berechnung ist méglich, da auf Grund der im folgenden beschriebenen 
Untersuchung die im Priparat A enthaltenen Fettsiuren bekannt sind. 
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verhaltenden Reineckate der Cholinphosphorséure, die zur Kontrolle 
auBerdem aus einem synthetisch gewonnenen Praparat dargestellt wur- 
den und einer Verbindung von Sphingosin-phosphorsaure-cholinester, 
iiber die im weiteren Verlauf der Arbeit berichtet wird. Die dargestellten 
Reineckate einzelner partieller Spaltprodukte des Sphingomyelins unter- 
scheiden sich in ihren Léslichkeiten so eindeutig, daB mit ihrer Hilfe 
eine Auftrennung der Produkte teilweise méglich war. Die Tab. 2 soll 
die Léslichkeitsunterschiede prinzipiell aufzeigen. Genaue Bestimmungen 
wurden nicht ausgefiihrt. 





Reineckate 





Sphingosin- 
phosphorsaure- Sphingomyelin 
cholinester 


Cholin- 


Cholin a 
phosphorsaure 





Wasser °) sehr leicht dslich unléslich unléslich 
Athylalkohol $) sehr schwer ldslich | _ _ 
Methylalkoho! — sehr schwer léslich | nicht leicht léslich | 1. d. Warme lLéslich 

Aceton léslich | sehr schwer léslich unléslich unléslich 


Pyridin a unléslich |i. d. Warne lislich | i. d. Warme lislich 


“Tab. 2. Léslichkeitsverhaltnisse der Reineckate 























2. Die Spaltprodukte des Sphingomyelins 

a) Die Fettsduren. 

Die in der friitheren Mitt.! dargestellten Sphingomyelinpraparate 
wurden vereinigt und zur weiteren Untersuchung in 9 Einzelanteile mit 
5-gewichtsproz. methylalkoholischer Salzsiure im Bombenrohr 2 Stdn. 
bei 100° gespalten. Nach dem Erkalten wurden die Methylester dei 
Fettsiuren durch 3-maliges Ausschiitteln mit Petrolather abgetrennt. 
Die vereinigten Petroaitherextrakte wurden 2-mal mit 5-proz. methy!- 
alkoholischer Salzsaure, die Salzsiureextrakte wieder mit Petrolather 
extrahiert und die entsprechenden Antcile vereinigt. Nach Waschen mit 
Wasser und Trocknen mit Natriumsulfat wurden aus dem Petrolather 
die Ester und aus dem Methylalkohol die iibrigen Spaltprodukte ge- 
wonnen. Auf diese Weise erhielt man aus 45,71 g Sphingomyelin 16,15 g 
Ester (35,3%). Es zeigte sich, daB ein Teil der Methylester im Methy]- 
alkohol gelést blieb und durch Petrolather nicht extrahiert worden war. 
Dessen Abtrennung war méglich durch Behandeln des trockenen Spalt- 
produktes mit heifem Petrolather, Abdampfen des Petrolathers und 
Aufnehmen des Riickstandes in Aceton. Nach Abdampfen des Acetons 
wies der Riickstand noch einen P-Gehalt von 0,27% (colorimetrisch | 
nach Urbach® und einen N-Gehalt von 1,68°% auf. Er wurde deshalb | 
wieder in Petrolather gelést und mit 50-proz. wiBsigen Methylalkohol 
ausgeschiittelt. Nach Trocknen und Verdampfen des Pctrolathers erhiclt 


® J. Kapfhammer, diese Z. 191, 179 [1930]. 
* C. Urbach, Biochem. Z. 239, 28, 182 [1931]; 268, 457 [1934]. 
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man aus 10,35 g Spaltprodukt auf diese Weise noch 0,796 g Methylester, 
der P- und N-frei war. Unter Umrechnung auf die Gesamtmenge des 
Ausgangsproduktes ergab sich daraus die Gesamtmenge Methylester 
mit 41,3% (ber. 43,2%). JZ gef. 23,0 (23,1). 430 mg wurden verseift 
und 360 mg Saéure erhalten. Diese wurde nach Twitchell 1° iiber die 
Bleisalze in einen alkoholléslichen und einen alkoholunléslichen Anteil 
getrennt und dabei 30 bzw. 306 mg Saure erhalten: JZ gef. 48,4 bzw. 
20,4 (20,1). Der bei weitem gréBte Teil der ungesattigten Fettsiuren 
findet sich demnach bei den festen Sauren. Bei der Priifung mit alko- 
holischer Magnesiumacetatlésung auf Oxysauren fand sich kein in der 
Hitze unlésliches oder schwer lésliches Magnesiumsalz. Die Anwesenheit 
einer Oxysaure (C,,H,,0,) glaubt Levene" nachgewiesen zu haben. In 
Ubereinstimmung mit meinem Befund konnte Merz! diese Angaben 
nicht bestatigen. Die Gesamtmenge Methylester wurde sicherheitshalber 
nochmals mit Methylalkohol/Schwefelsiure unter RiickfluB behandelt 
und nach Wiedergewinnung mit Petrolather (15,21 g Ester) fraktioniert 
destilliert. Das Ergebnis zeigt Tab. 3. 

Die C,,.... und C,,....Sauren. Frakt. | und 2 sind offensichtlich 
ein Gemisch von Palmitin- und Stearinsiure, dem ganz geringe Mengen unge- 
sittigter Siuren beigemengt sind. In Frakt. 3 ist die Stearinsiure nur noch so 
wenig verunreinigt, daB sie sich durch Umkristallisieren restlos reinigen l4Bt. 
Bei den Fraktionen 4 bis 6 handelt es sich von vornherein um reine Stearin- 
siiure, die wohl das Hauptprodukt des Siuregemisches darstellt Fiir Frakt. 7 
gilt das gleiche wie fiir Frakt. 3. 

Die C,,.... und C,,.... Sauren. Es ist bis zu einem gewissen Grade 
wahrscheinlich, aber keineswegs bewiesen, daB sie in den Frakt. 8, 9 und 10 
vorliegen. Auf jeden Fall kann es sich nur um geringe Mengen handeln. Die bei 
der Berechnung der mengenmaBigen Zusammensetzung des eg ge- 

machte Annahme, nach der Frakt. 8 aus C,,.... und C,,.... Siuren, Frakt. 9 
aus Cy9.... und C,,. Sauren und Frakt. 10 aus = ic Une C., 
Siuren besteht, fiihrt zu Maximalwerten. Der wahre Gehalt dirfte auf jeden Fall 
niedriger liegen. Es erscheint aber durchaus méglich, daB im Sphingomyelin 
neben den 3 bisher anerkannten Fettsiuren (Stearin-, Lignocerin- und Nervon- 
siure) die C,,... und C,,... Siuren ebenfalls vorkommen, zumal die Behen- 
siure von Klenk!? in den Gaucher-Cerebrosiden in groBer Menge aufgefunden 
wurden, 

Die C,,... Siuren. Sie liegen in den Frakt. 11 bis 14 vor. Diese Frak- 
tionen sind mit Sicherheit Mischungen von Lignocerin- und Nervonsiaure, welch 
letztere erstmals von Merz* im Sphingomyelin aufgefunden wurde. Es gelang 
aber nicht, nach Hydrierung dieser Fraktionen zu reiner Lignocerinsiure vom 
Schmp. 84,2 zu kommen. Die Nervonsdiure wurde aus nicht hydrierten ver- 
einigten Anteilen Methylester der Frakt. 12 und 13 auf folgendem Wege gewonnen: 

936 mg Ester wurden aus 20ccm Athylalkohol umkristallisiert. Ausb. 
252 mg. Da die Substanz noch Brom verbrauchte, wurde nochmals aus Athyl- 
alkohol umkristallisiert. Ausb. 145 mg. Schmp. 57°. Schmp. des Lignocerinsiure- 
ithylesters: 58°. Die Substanz verbraucht kein Brom. Nach Verseifen erhielt ich 
Lignocerinsiure vom Schmp. 82° und Aquiv.-Gew. 368,3. 

Die zuerst erhaltene Mutterlauge ergab nach Eindampfen 666 mg Substanz. 
JZ 58,9 (Nervonsiuremethylester. JZ 66,8). Umkristallisation aus sehr wenig 


10 KE, Twitchell, Ind. Engng. Chem. 13, 806 [1921}. 
up. A. Levene, J. biol. Chemistry 24, 69 [1916]. 
 E. Klenk, diese Z. 267, 128 [1941]. 





“"MOUOTFHV1JOINGS}}O, ~UoUsyeyse uyoAmosuiydg uoa Sungjedg sop eq orp soqn 4yoIsieqg “gE ‘GBI, 





ceoFT OWING 





8L—G‘LL bL—E2L 
g‘I8—I8 s‘o8S—0s 
18 62 
62 62 
g‘08S—08 s‘08—08 
18° 1I8—s¢‘08 
28—s‘I8 1g—¢'08 
28— 18 s‘08—08 
RL 92 
12 o'29— 29 


0860 | ‘8T 
pc'0 | “LT 
4mu'0 | 91 
929°0 | “ST 
98¢‘0 ‘VI 
Tr2‘O | “RT 
2460 rd | 
468‘0 YEE 
¢s9‘0 
Ob—S'6E | 2b2‘0 
ce—¥E | ¥99'0 
s*69—69 s‘sg—8é | sEs‘o 
g‘se—8e | 698'T 
3‘69—69 g‘se—8e | 928'0 
g‘se—se | #80 
69 c‘ge—se | 988‘ 
99—s'G9 e220 
g‘c9—s9 LZ0'U 


























row 
| 
e 
44 
a 
| 
© 
fon) 
a 
o 
‘e 
sc 


rie 


F 

















“40q “Max “may Jo “aot Jo “m0 Jo Do Sa 
~amnby -ainby | ‘dwyog j|-amby| ‘dayog j-amby| *duyog “duyog esuoW 


U0j00V SNe “ysiayuN 



































U0}20Y SNe “4slLiyuN 














1948] Joep SunsoipAy, yovu | 


uainesg aiaig 


40)89}Aq}0W 




















| 
; 
J 
1 
) 
| 
"] 
3 
4 
4 
i 
=| 
> 
> 
=| 
2) 
=) 
S 
= 
Qu 
Q 
a 
° 
> 
of 
=| 
s 
== 
Ss 
=") 
MD 
be 
o 
uc) 
‘S 
2 
eo 
-_ 
~~ 
fe 
Oo 
2 
= 
» 
a 
aa 
n 
= 
eo 
2 
5 
or) 
wr} 
3s 
a 





Bd. 284 (1949) Untersuchungen iiber das Sphingomyelin 221 


Athylalkohol. Das Filtrat ergab nach Abdampfen 594 mg Substanz, JZ 64,8. 
Sie wurde verseift und aus wenig Aceton umkristallisiert (Filtrat a). Der ausge- 
fallene Anteil (Schmp. 46°) wurde erneut aus Aceton umkristallisiert (Filtrat b). 
Die erhaltene Substanz (Schmp. 51°, JZ 59,5) wurde verworfen. Aus den ver- 
einigten Filtraten wurde 125mg Nervonsaure erhalten, die nochmals unter 
starker Kithlung aus sehr wenig Aceton umkristallisiert wurde. 

Ausb, 120 mg, Schmp. 41° (Schmp. der Nervonsiure 41°); JZ gef. 67,4 
(ber. 69,3), Aquiv.-Gew. gef. 367,5 (ber. 366,4). 

Die C,,.... Saure. Ab Frakt. 15 steigt das Aquivalentgewicht verbunden 
mit einer anfinglichen Depression des Schmelzpunktes, so gleichmaBig an, da8 
man das Vorliegen der nichst héhermolekularen Fettsiure mit Sicherheit an- 
nehmen darf. Es wurde versucht, die hydrierte C,,....Saure aus Frakt. 18 
darzustellen. Der Versuch gelang nicht. Das anfiingliche Aquiv.-Gew. 392,5 fiel 
auf 380,4, nach nochmaligem Umkristallisieren stieg es auf 386,7 (Schmp. 80 bis 
81,5°). Es sind noch zu groBe Mengen C,,.... Saure vorhanden. Das anfing- 
liche Aquiv.-Gew. 392,5 (ber. f. C., H;, O, 396,7) ist durch Verunreinigungen 
anderer Art bedingt. Es wurde deshalb bei der mengenmafigen Ausrechnung 
das Aquiv.-Gew. 386,7 zugrunde gelegt. 

Aus den Jodzahlen der einheitlich aus C,,.... Saiuren bestehenden Frakt. 
11 bis 14 wurde der Gehalt an Nervonsiure mit 2,042 g (13,9%) und Lignocerin- 
siure mit 1,129 g (7,70%) ermittelt. Die restlichen 12,1% an C,,....Sauren 
sind nicht in gesittigte und ungesittigte Fettsiuren berechenbar. Bei der folgen- 
den Berechnung des mittleren Molekulargewichts des Fettsiiuregemischs wurde 
dieser Anteil als Lignocerinsiure eingesetzt. Desgleichen konnten die unge- 
sittigten Anteile an C,,.... und C,,.... Saure (Frakt. 8, 9, 10) und C,,.... 
und ©,,.... Saure (Frakt. 15 bis 18) nicht beriicksichtigt werden. 


Das vom wahren Wert nur unwesentlich abweichende mittlere 
Molekulargewicht des Fettsiuregemischs wurde so mit 326,75 (C.,,914 
H4yo,92g O02) und das Molekulargewicht des Sphingomyelins unter An- 
nahme der von Levene angenommenen Strukturformel mit 791,35 
(C445014 Ho1502g O7 N2P) berechnet. Das als Ausgangsprodukt beniitzte 
Sphingomyelin war vorher analysiert worden: 


4,673 mg Sbst.: 11,350 mg CO,; 4.820 mg H,O. — 7,39, 8,39, 7,93, 8,11, 
10,27 mg Sbst.: 1,908, 2,165, 2,031, 2,083, 2,607 cem n/100-HCl. — 23,37, 12,23, 
18,47, 12,68, 16,29, 19,85, 17,65 mg Sbst.: 83,4, 43,9, 65,5, 46,0, 59,0, 70,8, 
64,2) mg WK. 

Ber.: C 66,80, H 11,59, N 3,54 , P 3,92; P:N=1:2. 

Gef.: C 66,28, H 11,54, N 3,59*, P 4,02**; P: N = 1,97. 


Man darf dieses Ergebnis als Bestaétigung der Leveneschen Struk- 
turformel ansehen. 


Vor einiger Zeit kamen Thannhauser und Reichel’ bei der Unter- 
suchung des Sphingomyelins aus Milz zu dem Resultat, da8 auBer dem bisher 
angenommenen Produkt ein zweites Sphingomyelin existiere, in dem die sonst 
freie zweite OH-Gruppe des Sphingo:ins mit einer Fettsiure (Palmitinsiure) 
verestert sei. Sie begriinden ihre Anschauung damit, da8 sie bei milder alkalischer 
und enzymatischer Spaltung ihres Produkts neben anderen Spaltprodukten Pal- 
mitinsiure erhielten. Wenn das Milzsphingomyelin mit dem Gehirnsphingomyelin 
strukturell identisch ist, gibt es fiir die abweichenden Befunde von Thannhauser 
und Reichel nur die eine Erklirung, da8 ihr Material nicht frei von Glycerin- 
phosphatiden war. Sie haben daran keine Glycerinbestimmung ausgefiihrt. Ich 


* Mittelwert der 5 Bestimmungen. 
** Mittelwert der 7 Bestimmungen. 
8S. J. Thannhauser u. Reichel, J. biol, Chemistry 135, 1 [1940]. 
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habe aus den bei Reinigung meines Sphingomyelins mit Alkoholat erhaltenen, 
aus Glycerinphosphatiden stammenden Fettsiuren 81% Palmitinsaiure erhalten, 
wihrend das gly.erinfreie Sphingomyelin nur 2.3% davon enthielt. AuBerdem 
hitte sich das Vorliegen einer auch nur geringen Menge eines 2 Mol. Fettsiure 
enthaltenden Sphingomyelin-Fettsiure-Esters im Kohlenstoffgehalt aller bisher 
untersuchten glycerinfreien und glycerinhaltigen Priparate schon deutlich be- 
merkbar machen miissen. 

















Mengeder Methyl 

| 1 2 3 | 4 | 5 | 6 | 7 . 9 10 
mer 0,182 | 0,156 | | 

- 0,845 | 0,619 | 0,886 | 0,841 | 0,875 | 1,369 | 0,835 | 0,524 

Coo 0,140 | 0,170 

Gus 0,577 | 0,249 

Cx 0,386 

Cog 



































Tab. 4. Ubersicht iber die Methylester aus 


b) Sphingosin und die phosphorhaltigen partiellen Spaltprodukte. 


Nach der Identifizierung der Fettsiuren des Sphingomyelins er- 
tolgte die Untersuchung der iibrigen Spaltprodukte. 

Nach restlosem Verdampfen des Methylalkohols und fast restloser 
Intfernung der Salzséure im Exsiccator tiber Alkali wurden 3,03 g 
Spaltprodukt in 50ccm Methylalkohol gelést, mit 50 ccm gesiattigter, 
waBriger Barytlésung versetzt und 5-mal mit einer Mischung von 
Petrolather und Ather (anfangs 3:1, zuletzt 1:3 Vol.TIn.) ausgeschiittelt. 
Die vereinigten Ausziige wurden filtriert, fast zur Trockne verdampft, 
in 200 ccm Methylalkohol aufgenommen, mit gesattigter, waBriger 
Lésung von Lithiumhydroxyd versetzt und mehrere Stunden verseift. 
Nach dem Stehenlassen iiber Nacht wurden die ausgefallenen Seifen 
der etwa noch vorhandenen Fettsaiureester abgesaugt und verworfen. 
Sie hatten den Farbstoff restlos adsorbiert. Das Filtrat wurde mit dem 
doppelten Volumen Wasser versetzt, dfter mit Ather ausgeschiittelt, die 
vereinigten Atherextrakte mit Wasser gewaschen, getrocknet und ab- 
gedampft. Ausbeute 1,14 g Substanz. 


15,214 mg Sbst.: 4,414 eem n/100-HCI. 
Sphingosin C,, H,, O,.N. — Ber. N 4,68. 
Monomethylsphingosin ©,,H,,0.N. Ber. N 4,47 Get. N 4,06. 
0,553 g Substanz wurden in 10 ccm Aceton gelést, von einem sehr 

geringen unléslichen Anteil abfiltriert und durch Zugabe von Schwefel- 

siure bis zum Neutralpunkt 0,550 g des Sulfats erhalten. 

14,238 mg: 3,933 com /100-HCl. 

(Cis H,, O, N), e H, SO,. Ber. N 4,04. 

(Ci, Hy, O, N),-H, 8O,. Ber. N 3,94. Gef. N 3,87. 




















Bd. 284 (19419) Untersuchungen iiber das Sphingomyelin 223 


Auf Grund der bisherigen Ergebnisse muB man die restlose Abspal- 
tung der Fettsduren aus dem Sphingomyelin annchmen. Der etwas zu 
niedrige Wert ist durch den unvermeidlichen Verlust bei der Aufarbeitung 
erklarbar. 

Der mit weniger als 30% gefundene Gehalt an freiem Sphingosin 
gegeniiber 38% der Theorie legte die Vermutung nahe, da8 ein Teil des 









































estering 
Summe 
il 12 13 14 15 16 17 Is in g in % 
0,338 2,3 
6,794 46,4 
0,310 2,1 
0,826 5,6 
0,897 | 0,947 | 0,741 | 0,586 | 0,418 | 0,404 | 0,211 | 0,348 4,938 33,7 
0,158 | 0,343 | 0,313 | 0,632 1,446 9,9 








den Sphingomyelin-Fettsiuren 


Sphingosins noch in Bindung mit Phosphorsaure vorliegen miisse. Da 
in diesem Fall eine entsprechende Menge freies Cholin hatte vorliegen 
miissen, wurde zunachst versucht, dieses durch Fallung mit Reinecke- 
siure abzutrennen. Die in mehreren Vorversuchen erhaltenen Reineckate 
zeigten aber stets einen viel zu niedrigen N-Gehalt, wiesen nicht die von 
Kapfhammer® beschriebene Kristallform des Cholin-Reineckats aut 
und waren in Aceton praktisch unléslich. Da die Priifung auf Phosphor 
iiberraschend einen Phosphorgehalt um 8% ergab, muBte ich schlieBen. 
da8 freies Cholin in nennenswerter Menge ebenfalls nicht vorlag und dic 
Mischung der Spaltprodukte zum iiberwiegenden Teil aus Cholin-Phos. 
phorséure- und Cholinester der Sphingosin-phosphorsaure bestehe. Das 
Trennungsverfahren gestaltete sich folgendermaBen: 


10,35 g Spaltprodukt wurden unter RiickfluB mit Petrolather be 
handelt und durch Zentrifugieren nach dem Erkalten in einen petrol. 
itherléslichen (A) und petrolatherunléslichen Teil (B) getrennt. A) 5,47 g. 
B) 4,88 g. 


Aufarbeitung von A. In der Kalte intensives Verreiben mit 
Aceton und durch Dekantieren Trennung in einen acetonléslichen (A,) 
und acetonunléslichen Anteil (A,). 

A,) 1,51 g. N 1,68%, P 0.3% (nach Urbach). Die Substanz wurde in 50-proz. 


wiBrigen Methylalkohol aufgenommen und mehrere Male mit Petrolither aus 
geschiittelt. Aus diesem wie beschrieben 0,80 g Fettsiuremethylester. 


A,) 3,96 g wurden 2-mal mit je 125 ccm Aceton unter RiickfluB be- 
handelt und das Aceton hei8 abfiltriert. Aus den vereinigten Filtraten 
kristallisierte iiber Nacht eine weiBe Substanz aus, die abfiltriert wurde. 
0,12 g. 
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9,32 mg Sbst.: 2,708cem n/100-HCl. — 14,047, 14,047 mg Sbst.: 0,87, 
0,85 com N, bei 15°C und 757 mm Hg (v. Slyke). — 4,94 mg: 1,442 ccm n/50. 
Na,S,0, (Methoxylbestimmung nach Viebéck und Brecher '*). 

Gef.: N 4,07, Amino-N 3,59, 3,51, Methoxy! 3,02. P 0,5. 

Ks handelte sich wahrscheinlich in der Hauptsache um eine Mischung 
von Sphingosin- und Methylsphingosinchlorid, die mit etwas phosphor- 
haltiger Substanz verunreinigt war. 

A, nach Acetonbehandlung = 2,44 g. Lésen in wasserfreiem Chlor- 
wasserstoff enthaltenden Methylalkohol und Versetzen mit einer ge- 
sittigten Lésung von Reineckesaure (dargestellt nach Kapfhammer* 
aus Ammoniumreineckat in wasserfreiem Alkohol). 24 Stdn. Eisschrank, 
abzentrifugiert, im Zentrifugenglas mit kaltem absol. Alkohol und danach 
mit Ather gewaschen. 0,67 g Reineckat (A,a). Die vereinigten Mutter. 
laugen wurden unter sehr schwachem Erwairmen im Vakuum auf etwa 1, 
eingeengt. Nach 12-stdg. Stehenlassen im Eisschrank wurde das aus- 
gefallene Reineckat wie vorher abgetrennt und gewaschen. 0,76 g (A,/). 

A,a) 0,67 g wurden mit wasserfreiem Aceton verrieben. Der gréBte 
Teil (0,57 g) blieb ungelést. 

3,917, 4,830 mg Sbst.: 3,523, 4,404cem /100-HCl. — 9,717 mg Sbst.: 


53,7 mg WK. 
H (Cr (NH,), (CNS),]- 2 C;H,,O,NP*. Ber. N 16,34, P 9,04 
H/Cr (NH,). (CNS),]-2C,,H,;,0,;N.CIP** Ber. N 10,6, P 4,70 
Gef. N 12,60, 12,77, P 6,19 


A.) 0,757 g, mit wasserfreiem Aceton verrieben, ergaben 0,73 g 
acetonunléslichen Anteil. 
4,957. 2,788 mg Sbst.: 3,741, 2,021 ccm n/100-HCl. — 8,031 mg Sbst.: 


33,6 mg WK. 
H [Cr (NH,), (CNS),]- 2 C,,H,,0,N.CIP** Ber. N 10,6, P 4,70. 
Gef. N 10,57, 10,15 P 4,68 


Ein Teil des Reineckats (0,48 g) wurde in 250 ccm Methylalkohol 


gelést und mit waBrigem Silbersulfat-Bariumchlorid nach Kapfham.-§ 


mer zerlegt. 0,36 g Substanz. Sie ist in Wasser leicht léslich, stark 
schiumend, reagiert gegen Lackmus sauer, sehr hygroskopisch. Zur Ent- 
fernung von Wasser wurde sie mit etwas wasserfreiem Aceton verrieben 
und war danach pulverisierbar, nicht kristallin. Zur Analyse wurde ein 
Teil 8 Stdn. iiber P,O, bei 70° im Hochvakuum getrocknet. 


10,518 mg Sbst.: 4,023 ccm n/100-HCl. — 21,035 mg Sbst.: 0,83 ccm N, 
bei 21°C, 758 mm Hg. — 10,518 mg Sbst.: 52.7 mg WK. — 5,700 mg Sbst.: 
0,53 com n/50-AgNO, (nach Volhard). 

C,,;H,;.0,N,CIP. Ber. N 5,40, Amino-N 2,70, P 5,97, Cl 6,83. 

Gef. N 5,36, Amino-N 2,23, P 5,61, Cl 6,59. 


Es ist sehr wahrscheinlich, dai diese als partielles Spaltprodukt 


des Sphingomyelins erhaltene Substanz erstmals von Strack und#} 


* Reineckat aus 1 Radikal Reineckesiure, 2 Radikalen Cholinphosphor- 


shure. 
** Reineckat aus 1 Radikal Reineckesiure, 2 Radikalen Chlorid des 
Sphingosin-phosphorsiure-cholinesters. 

“4 F, Viebock u. C. Brecher, Ber. dtsch. Chem. Ges. 63, 3207 { 1930]. 
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Mitarbb.'* als Nebenprodukt bei der Darstellung von Cholin aus Leber 
und spater!* aus Placenta aufgefunden, aber als ,,wasscrlésliches Sphingo- 
myelin‘ gedeutet wurde. Ein Sphingomyelin hatte aber nach v. Slyke 
keinen Aminostickstoff entwickeln diirfen. Die Verbindung wurde spater 
von Booth” aus Niere dargestellt und in vielen ihrer Eigenschaften 
eingehend untersucht. Es ist vorerst nicht zu sagen, ob der von beiden 
Untersuchern gefundene Stoff im lebenden Organismus in freier Form 
vorgelegen hat oder ob er erst spater durch Spaltung des Phosphatids 
entstanden ist. Als Spaltprodukt des Sphingomyelins wurde er bisher 
nicht aufgefunden. Die geringe Menge meiner Substanz gestattete keine 
weitere Untersuchung durch Spaltung, dagegen wurden Priifungen der 
biologischen Wirkung vorgenommen. 

Aufarbeitung von B. Die Gesamtmenge von 4,88 g wurde mit 
1/ Aceton in 10 Einzelanteilen insgesamt 8 Stdn. unter RiickfluB ge- 
kocht und heiB abfiltriert. Aus den ersten 750 ccm fiel beim Stehenlassen 
bei Zimmertemperatur ein rein weiBer kristalliner Niederschlag aus. Die 
letzten 250 ccm Aceton blieben klar. Die Niederschlige wurden abge- 
saugt und vereinigt (0,78 g B,), die vereinigten Filtrate auf die Halfte 
eingeengt. Nach 12 Stdn. im Eisschrank waren 0,22 g ausgefallen (B,). 
Nach Einengen des Filtrats auf etwa 100 ccm und 48-stdg. Aufbewahren 
im Eisschrank erneuter Niederschlag 0,25 g (B,); das restlos abgedampfte 
Filtrat ergab 0,24 g (B,). 

B,: Schmp. 133°. Nadeln und cholesterinahnliche Tafeln. 

5,181 mg Sbst.: 12,240 mg CO,, 5,200 mg H,O. — 8,641 mg Sbst.: 2,505 ecm 


5 n/100-HCl. — 3,66 mg Sbst. gaben bei der P-Bestimmung nach Urbach keine 


Blaufirbung. — 3,984 mg Sbst.: 3,17 ccm n/50-Na,S,0;. 

Monometylsphingosinchlorid, C,,H;,0,N (CH,) HCl. 

Ber. C 65,23, H 11,52, N 4,01, Methoxyl 8,87. 

Gef. C 64,47, H 11,23, N 4,06, Methoxyl 8,23. 

Kin Teil dieser Substanz wurde in wenig Alkohol gelést und mit dem 
gleschen Volumen Aceton versetzt. Nach 15-stdg. Aufbewahren im Eis- 
schrank wurden die ausgefallenen Kristalle abgesaugt und mit Aceton 
gewaschen. Schmp. 137 —138°. 

4,846 mg Sbst.: 11,515 mg CO,, 4,890 mg H,O. — 5,469, 6,055 mg Sbst.: 
1,537, 1,693 cem n/100-HCI. 

C,,H,,0,N (CH,) - HCl. Ber. C 65,23, H 11,52, N 4,01. 

Gef. C 64,85, H 11,29, N 3,93. 

0.06186 g in 6ccm Methylalkohol-Chloroform (1:1) gelést. 2-dm-Rohr. 

a= —0,29°. 
ia] = — 14,06". 
Ein friher von Prof. Klenk aus Cerebrosiden gewonnenes Praparat von 


| Monomethylsphingosinchlorid wurde aus einer Mischung von Athylalkohol- 


Aceton (1:1) umkristallisiert. Schmp. 188—139°, Mischschinp. mit dem Pra- 
parat aus Sphingomyelin 138°, keine Depression. 


'6 E. Strack, E. Neubauer u. H. GeiBenddirfer, diese Z. 220, 217 (1933). 
's E. Strack, H. GeiBendérffer u. E. Neubauer. diese Z. 229, 25[1934]. 
' F. J. Booth, Biochem. J. 29, 2071 [1935]. ; 
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5,69 mg Sbst.: 5,202 ccm n/5U-Na, 8, O,. 
Methoxy! ber. 8,87, gef. 9,45. 
0,06889 g Sbst. in 6ccm Methylalkohol-Chioroform (1:1) gelést: a= 
— 0,33°. 
La) = — 14,37". 
Aus der volligen Identitét beider Priparate dart man_schlieBen, 


daB im Sphingomyelin die Phosphorsaure und in den Cerebrosiden die 


Galaktose an die gleiche Hydroxylgruppe des Sphingosins gebunden ist. 
is bleibt aber immer noch die Frage offen, welche der beiden Hydroxyl. 
gruppen des Sphingosins die Haftstelle bildet. 

B, ist ebenfalls phosphorfrei. Schmp. 122—123° (unscharf). 

B, 0,2% Pn. Urbach. Schmp. 120—121° (unscharf),. 

B, 0,4% P. 

Nach der Behandlung mit Aceton blieben von B 3,08 g ungelést. 
Diese wurden in wasserfreien Chlorwasserstoff enthaltendem Methyl. 
alkohol gelést, von einem geringen unléslichen Anteil abfiltriert und wie 
A, (nach Acetonbehandlung) mit Reineckesaure gefallt und weiter be. 
handelt. 3,67 g Reineckat. Daraus nach Behandeln mit wasserfreiem 
Aceton 3,56 g acetonunlésliche Substanz. Kristallform des Reineckats: 


rhombische Blattchen. 
5,16 4,83, 4,66 mg Sbst.: 6,142, 5,568, 5,470 ccm n/100-HCI. — 8,60, 8,53, 


10,90 mg Sbst.: 67,4, 66,2, 82,8mg WK. — 27.63 mg Sbst.: 1.245 ccm n/10- 


Na, S, O, (nach Miiller’®). 
C,, H,, 0. N.S, P.Cr*. Ber. N 16,34, P 9,04, Cr 7,59 
’ Gef. N 16.43**, P 8,66**, Cr 7,81. 

1,47 g Reineckat wurden in etwa 200 ccm Wasser mit Silbersulfat- 
Bariumchlorid zerlegt, die nach Abfi'trieren der Niederschlage, klare 
Lésung wurde auf etwa 10 ccm eingedampft, mit waBriger Salzsaure 
deutlich sauer gemacht, dann soviel Baryt zugegeben, daB die Lésung 


gerade alkalisch war und mit dem 3-fachen Volumen Alkohol versetzt. 


Die nach 5 Tagen im Eisschrank ausgefallenen, aus kleinen Blattchen 
bestehenden Kristalle wurden abgesaugt, mit wenig eiskaltem 70-proz. 
Alkohol und danach mit absol. Alkohol gewaschen. Zur Analyse wurde 
ein Teil des Salzes mehrere Stunden bei 100° im Hochvakuum iber 


P.O, getrocknet. 


11,827, 14,075 mg Sbst: 2,946, 3,465 cem n/100-HCI. — 6,193 mg Sbst.:f 


44,7 mg WK. - 8,381, 10,798 mg Sbst.: 6,296, 8,230 ccm n/100-Na, S, O,***. - 
22,715, 19,089 mg Sbst.: 3,18, 2,71 cem '50-AgNO, (Cl-Bestimmung nach Vol- 
hard). 
C,H,,0, NCIPBa 2H,0. Ber. N 3,58, P 7,92, Ba 35,13. Cl 9,07. 

Gef. N 3,47. P 8,08. Ba 34,64, Cl 10,00. 


1 H. Miller, diese Z. 266, 212 {1940}. 
* Reineckat aus 1 Radikal! Reineckesiure, 2 Radikalen Cholinphosphor 
sdure. 

** Mittelwert aus 3 Bestimmungen. 

*** Mikro-Ba-Bestimmung in Anlehnung an die von Werner (Angew. Chem: 
52, 139 (1939]) angegebene ,,Volumetrische Mikro-Schwefel-Bestimmung nach 
Carius. Die Substanz wurde in 0,5 ccm 2-n. Na-Acetatlésung gelést, mit | ccm 
3-proz. K ,Cr,0,-Lésung versetzt, 5 Min. ins siedende Wasserbad gestellt. Nach 
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Die als partielles Spaltprodukt des Sphingomyelins hier erstmals 
erhaltene Cholinphosphorséure wurde friiher von Anukai und Naka- 
hara!® aus Rindsleber gewonnen. Zur Identifizierung ihrer Substanz 
stellten sie das Pikrat dar. 

Ich habe nach ibren Angaben das Pikrat darzustellen versucht, erhielt aber 
erst nach hiufigem, mit groBen Verlusten durchgefiihrten Umkristallisieren ein 
Pikrat vom richtigen Schmelzpunkt (227-228° — statt 288°) und Phosphorgehalt 
(ber. P1032% gef. 10.49% nach Urbach). 

Da die Substanz seit den Arbeiten von Anukai und Nakahara 
und besonders Plimmer und Burch” synthetisch gut zuginglich ist, 
wurde aus diesem synthetischen Produkt das bisher nicht bekannte 
Reineckat zum Vergleich dargestellt. Beide Praparate waren in Analyse, 
Léslichkeit und Kristallform identisch. 

Aus 5g Cholinchlorid, die genau nach den Angaben von Plimmer und 
Burch mit P, O, und Phosphorsaure in Reaktion gebracht wurden, erhielt ich 
2.83 g geniigend reines Ba-Salz. Die Mutterlauge wurde nicht weiter verarbeitet. 

12,131 mg Sbst.: 3,033 cem n/100-HCl. — 10,218 mg Sbst.: 72,7 mg WK. — 
12,413, 10,650 mg Sbst.: 9,474, 8,250 ccm n/100-Na, S, O;. — 43,675 mg Sbst.: 
6,46 com n/50-AgNO,. 

C;H,,0,NCIPBa 2H,0. Ber. N 3,58, P 7,92, Ba 35,!3, Cl 9,07. 

Gef. N 3,50. P 7,97, Ba 35,20. Cl 10,49. 

Ein kleiner Teil des Salzes wurde in wiBriger Lésung mit Silbersulfat vom 
Barium, das Filtrat mit iiberschiissiger Salzsiiure vom iiberschiissigen Silber be- 
freit, die Salzsiurelésung bis auf einige ccm eingedampft, das 20-fache Vol. 
Alkohol zugegeben und mit einer alkoholischen Lésung von Reineckesiure ver- 
setzt. Der nach 2 Tagen im Eisschrank ausgefallene Anteil wurde abgesaugt 
und mit Alkohol und Ather gewaschen. Eine Probe gab beim Umkristallisieren 
aus Wasser die gleiche Kristallform wie das aus dem Spaltprodukt gewonnene 
Reineckat. 

4,95, 5,27 mg Sbst.: 5,713, 6,033 ccm n/100-HCI. — 5,93, 6,91 mg Sbst.: 
45,6, 53,6 mg WK. 

C,,H,,;0,.N,8,P.Cr. Ber. N 16,34, P 9,04. 

Gef. N 16,15, P 8,65. 


3. Ergebnisse 


Reines glycerinfreies Sphingomyelin aus Gehirn mit richtigem 
P:N-Verhaltnis wurde mit alkoholischer HCl gespalten. 

Unter den Spaltprodukten fielen die Fettsaéuren in theoretischer 
Menge an. An freiem Sphingosin wurden etwa 70% gefunden. Freie 
Phosphorséure und freies Cholin wurden nicht nachgewiesen. 

Von den Fettsiuren besteht die Hauptmenge aus Stearinsaéure 
(46%), ihr folgen Nervonséure und Lignocerinséure (zusammen 34%). 


dem Abkihlen wurde auf einem kleinen asbestbedeckten Allihnschen Réhrchen 
abgesaugt, vorsichtig mit Na-Acetat gewaschen, bis die Farbe des iiberschiissigen 
Chromats verschwunden war, der Niederschlag 2-mal mit 2 cem konz. heiBer Salz- 
siure in eine neue Saugflasche gelést, griindlich mit Wasser gewaschen und wic 
iiblich mit Jodkali, Starke und Natriumthiosulfat titriert. 

lcem n/100-Na,S0,: 0,457 mg Ba. 

'® Anukai u. Nakahara, Proc. Imp. Acad. [Tokyo] 11, 260 [1935]. 

20 R. H. A. Plimmer und W. J. N. Burch, Biochem. J. 31, 398 [1937]; 
vgl. dazu H. Fuchs, Z. Biol. 99, 296 [1938]. 

15* 
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Der Rest setzt sich wahrscheinlich aus kleineren Anteilen Palmitin- (2%), 
Arachin- (2%), Behen- (6%) und einer Hexakosenséure (10%) zusam- 
men, wobei jedoch die fiir Arachin- und Behensaure errechneten Zahlen 
als Maximalwerte anzusehen sind. Méglicherweise kénnten Cy)... . und 
C,..... Sauren iiberhaupt ganz fehlen. Die Palmitinséure kann kein 
wesentlicher Bestandteil des Gehirnsphingomyelins sein. In den vorher 
abgetrennten Glycerinphosphatiden lag sie dagegen mit 81% der Ge- 
samtfettsdure vor. 

Unter den partiellen Spaltprodukten wurde erstmals Sphingosin- 
phosphorsaéure-cholinester in geringer Menge und in wahrscheinlich 
nicht ganz reinem Zustand und Cholinphosphorsaure in groBer Menge 
nachgewiesen. 

Ferner ergab ein Vergleich des ebenfalls erhaltenen Monomethy]- 
sphingosinchlorids mit einem aus Cerebrosiden_gewonnenen Praparat 
vollige Identitat. Die Bindung der Phosphorsaure bzw. des Zuckers mu 
im Sphingomyelin und in den Cerebrosiden an der gleichen Hydroxyl- 
gruppe des Sphingosins erfolgen. 

Die Untersuchungen bestitigen die von Levene aufgestellte Struk- 
turformel der Sphingomyeline. 


Die Methylierung durch pflanzliche und tierische Gewebe 


4. Mitteilung 
Die Synthese des Cholins 
Von 
H. K. Barrenseheen und Irmgard Skudrzyk 
Aus dem !nstitut fiir physiologische Chemie der Universitit Wien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Mai 1948) 


In den vorausgegangenen Mitteilungen! hatten wir als Test fiir die 
Ubertragung der Methylgruppe des Methionins durch pflanzliche Ge- 
webe die Synthese des Kreatins und Betains aus Glykocyamin bzw. 
Glykokoll, fiir tierische Gewebe die Synthese des Kreatins aus Glyko- 
cyamin herangezogen. Nun findet sich nach den Untersuchungen von 
du Vigneaud vnd Mitarbeitern? nach Verfiitterung von Methionin, 


dessen Methylgruppe als Trideuteromethy! vorliegt, Deuterium nicht | 


nur im Kreatin, sondern auch im Cholin. Es war so naheliegend, auch 


' H. K. Barrenscheen u. T. von VAlyi-Nagy, diese Z. 277, 97 [1942]; 
H. K. Barrenscheen u. J. Pany, diese Z. 283, 78 [1948]; H. K. Barrenscheen 
u. T. von Valyi-Nagy, diese Z. 283, 91 [1948]. 

2 V. du Vigneaud, J. P. Chandler, A. W. Moyer u. D. M. Koppel, 
J. biol. Chemistry 131, 57 (1939); V. du Vigneaud, J. P. Chandler, M. Cohn 
u. J. B. Brown, diese Z. 134, 787 [1940]. 
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die Synthese des Cholins in den Bereich der Untersuchungen iiber die 
Transmethylierung als Test heranzuziehen. Uber die Ergebnisse unserer 
ausgedehnten Untersuchungen soll im folgenden kurz berichtet werden. 


I. Methodik 


Wegen der gréBeren Zuverlissigkeit gegeniiber den fiir Serienbestimmungen 
in erster Linie in Frage kommenden kolorimetrischen Methoden paBten wir die 
von Kapfhammer’ eingefiihrte gravimetrische Bestimmung des Cholins als 
Reineckat unseren Zwecken an. Folgendes Verfahren erwies sich als zuverlassig 
und nicht zu zeitraubend: 

Die Organbreisuspension im Verhaltnis | Gew.-Tl. Organbrei auf 10 Tle. 
Fliissigkeit wurde mit 50-proz. Trichloressigsiure enteiwei8t, derart, daB die 
Endkonzentration an Trichloressigsiure 10% betrug. Die mittels trockener Filter 
in geeichten MeBzylindern bzw. MeBeprouvetten aufgefangenen Filtrate wurden 
gemessen und nach Kapfhammer und Bischoff* viermal mit dem gleichen Vo- 
lum Ather ausgeschiittelt. Das ausgeaitherte Filtrat wurde neuerlich exakt gemessen 
und im Vakuum bei 40° bis fast zur Trockene eingeengt. Bei den Ansaitzen mit 
Leberbrei erwies es sich nétig, vor der Einengung das Glykogen durch Fallung 
mit dem gleichen Volum reinen absol. Alkohols zu entfernen. Nach Absetzen des 
Glykogens wurde in Fraktionierkolben filtriert, zweimal mit je 5 ccm 50-proz. 
Alkohol nachgewaschen und der Alkohol sowie der gréBte Teil der wasserigen 
Lésung im Vakuum bei 40° abdestilliert. Der gelbliche Riickstand wurde in 
wenig Wasser aufgenommen, quantitativ ibergespiilt und nach Auffiillen auf 
ein definiertes Volumen mit dem gleichen Volum einer gesittigten Reineckat- 
lésung gefallt. Die Reineckatfallung wurde in ein Wasserbad von 60° eingestellt 
und unter wiederholtem Schiitteln mindestens 30 Min. darin belassen. Dabei 
gingen Cholin- und Acetylcholinreineckat in Lésung. Es wurde wieder filtriert 
und das Filter mit gesittigter Reineckatlésung nachgewaschen. Nach Stehen- 
lassen iiber Nacht wurde der Niederschlag durch mit wenig Asbest beschickte 
Pregl-Rohrchen abgesaugt, zweimal mit 95-proz. Alkohol, einma] mit absol. Al- 
kohol und einmal mit Ather gewaschen und iiber konz. Schwefelsiure getrocknet. 
Nach Wagung wurde der Cholinniederschlag in reinem absol. Aceton gelést und 
nach Trocknung neuerlich gewogen. Nur das acetonlésliche Reineckat wurde den 
Berechnungen zugrunde gelegt. 

An reinen Cholinlésungen ergab die Methode meist theoretische Werte. 
Durchwegs wurden die Werte etwas zu niedrig gefunden. Die prozentuale Ab- 
weichung betrug in der Mehrzahl nur wenige Zehntelprozent, vereinzelt wurden 
auch gréBere Abweichungen, bis maximal 8%, festgestellt. Weniger giinstig 
lagen die Ergebnisse bei Zusatzversuchen. Auch hier wurden iiberwiegend etwas 
zu niedrige Werte gefunden, die maximale Abweichung betrug — 12,3%, die 
seltenen Fille, in denen zu hohe Mengen gefunden wurden, ergaben eine maxi- 
male Abweichung von + 1,9%. Wir haben aus diesem Grunde nur Versuche 
ausgewertet, in denen die Zunahmen mindestens 10% des Ausgangswertes be- 
trugen. Die Empfindlichkeit der Methode war auch fiir die Verwendung kleiner 
Organmengen — bis zu 200 mg — ausreichend, lieB sich doch Cholin noch bei einer 
Konzentration von 10-4 molar quantitativ fallen. Da das Gewicht des Reineckat- 
niederschlages nicht ganz das Vierfache des Cholingewichtes betrigt (MG des 
Cholins = 121,12, MG des Cholinreineckats = 422,41), empfiehlt sich bei Ver- 
arbeitung von Organmengen unter 2g die Auswaage auf der Mikrowaage. Die 
giinstigsten Verhiltnisse lagen bei Organmengen von 2—4 g vor, die sich aller- 
dings bei manchen Organen (Niere, Nebenniere, Gehirn) wegen deren Kleinheit 
nicht einhalten lieBen. Doch wurden bei entsprechender Reduktion des Fliissig- 
keitsvolumens auch hier brauchbare Werte erhalten. Unter 200 mg Organ- 
gewicht herabzugehen halten wir, die Nebenniere ausgenommen, nicht fiir 
empfehlenswert. 


3 J. Kapfhammer u. C. Bischoff, diese Z. 191, 179 [1930]. 
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Bei der Reineckefallung wird mit dem Cholin auch das Acetylcholin gefillt, 
das, wie die mikroskopische Untersuchung unserer Niederschlaige ergab, in allen 
untersuchten Organen neben reinem Cholin in wechselnder Menge vorhanden ist. 
Wir haben bewuBt auf eine Trennung der beiden verzichtet und die Werte des 
Reineckats durchgehend auf freies Cholin berechnet. Der sich dadurch ergebende 
Fehler dirfte kaum nennenswert ins Gewicht fallen. er spielt jedenfalls fiir die 
Beurteilung unserer Ergebnisse keine Rolle. 

Die Herstellung des Organbreis, der Schnitte und der Organextrakte war 
die gleiche wie die in den vorhergehenden Mitteilungen beschriebene. Nur bei 
den Nebennieren sahen wir uns mit Riicksicht auf deren geringe GréBe veran- 
laBt, das Organ in der Achatschale mit wenig Quarzsand zu verreiben und durch 
Zugabe der dem Organgewicht entsprechenden Menge physiologischer Kochsalz- 
lésung eine Suspension herzustellen, die sich vom Quarzsand leicht abgieBen 
lieB. Bei den Versuchen mit Meerschweinchen und Ratten wurden, um geniigend 
Material fiir die Ansitze zu erhalten, meistens die Organe mehrerer Tiere gleich- 
zeitig verarbeitet. Saimtliche Zusitze erfolgten derart, daB die Endkonzen- 
tration der betreffenden Substanzen 10-2 molar war, ausgenommen beim Zusatz 
von CobaltII-chlorid, bei dem die Endkonzentration 5 x 10-4 m. war. Als Puffer 
diente Phosphatlésung vom py 6.98 (Endkonzentration m/30) oder Veronal- 
puffer nach Michaelis vom py 7. 


II. Gesamtcholingehalt von Leber, Muskel, Gehirn, Niere 
und Nebenniere 


Mit der beschriebenen Methode wurde zunachst der Gesamt- 
cholingehalt (freies Cholin und Acetylcholin, berechnet auf Cholin) 
von Leber, Muskel, Gehirn, Niere und Nebenniere vom Meer- 


schweinchen, Kaninchen und Ratte bestimmt. Da wir auf eine Trennung 
des freien Cholins vom Acetylcholin verzichteten, ist ein Vergleich mit 
Angaben der Literatur nicht zulassig. 

Dic iiberwiegende Anzah] unserer Bestimmungen wurden an der 
Leber durchgefiihrt. Beim Meerschweinchen fanden wir bei 25 Tieren 
Werte, die zwischen 1,75 mg% bis maximal 82,21 mg%, betrugen. Fiir 
Kaninchen (5 Tiere) konnten wir Werte zwischen 3,58 und 39,69 mg%, 
ermitteln, bei Ratten (6 Tiere) liegen unsere Zahlen zwischen 1,13 und 
49,49 mg%. Auffallend ist die groBe Streuung der Werte, die sich iibri- 
gens auch bei den mit anderen Methoden durchgefiihrten Bestimmungen 
friiherer Untersucher findet. Einen Mittelwert anzugeben, halten wir 
fiir die an Ratten und Kaninchen durchgefiihrten Untersuchungen nicht 
fiir angingig. Die gréBere Zah] der am Meerschweinchen erhaltenen 
Werte gestattet eher eine solche Mittelung. Wenn wir die extremen Werte 
(unter 5mg% und tiber 50 mg%), die sich in unserem Materia] 6-mal 
finden — 2-mal Werte unter 5 mg%, 4-mal bile ot iiber ng mg% — eli- 
minieren, so finden wir einen Mittelwert von 27,7 mg%, der insofern 
als gesichert gelten kann, als fast die Halfte der ausgewerteten Befunde 
in dieser GréBenordnung liegt. 

Fiir den quergestreiften Muske! liegen unsere Zahlen beim Meer- 
schweinchen (10 Tiere) zwischen 2 37 und 10,37 mg%, bei der Ratte 
(4 Tiere) zwischen 5,64 bis 17,12 mg% 

Relativ geringere Schwenkungen zeigen die fiir Gesamtgehirn 
beim Kaninchen (4 Ticre) gefundenen Zahlen: 12,14 bis 27,06 mg%. 
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Auch die Niere ergibt geringe Schwankungen: Fir Kaninchen 
(2 Tiere) lauten unsere Zahlen 22,31 bzw. 31,3 mg%, bei Ratten (2 Tiere) 
wurden 29,6 und 30,2 mg% gefunden. 

Die héchsten Werte ergeben sich in Ubereinstimmung mit der alte- 
ren Literatur fiir die Nebenniere. Hier wurden Meerschweinchen 
(5 Tiere) und einmal ein Kaninchen untersucht. Fiir Meerschweinchen 
liegen unsere Zahlen zwischen 76,4 und 176,1 mg%, wobei die Werte 
iiber 100mg% iiberwiegen, beim Kaninchen wurde ein Wert von 
69,4 mg% gefunden. 


Worauf die starken Schwankungen namentlich bei den Werten fir die 
Leber zuriickzufiihren sind, kénnen wir nicht feststellen. Da Cie Verarbeitung 
stets unmittelbar nach Tétung der Tiere durch Nackenschlag und Entbluten 
erfolgte, sind autolytische Vorginge mit Sicherheit auszuschlieBen. Inwieweit 
der funktionelle Zustand der Organe, Ernahrung und Jahreszeit hier eine Rolle 
spielen, laBt sich nicht entscheiden. 


III. Die Synthese des Cholins durch verschiedene Organe 


Wir haben uns zunachst die Frage vorgelegt, welches sind die 
Methylacceptoren, und welche Organe sind es, die zur Cholinsynthese 
befahigt sind. Von vornherein war zu erwarten, daB der Leber beim 
Aufbau des Cholins eine bevorzugte Stellung zukommt, und so haben wir 
dieses Organ in erster Linie zu unseren Versuchen herangezogen. Die 


§ Ergebnisse waren fiir Organ-Brei und -Schnitte praktisch gleich, so daB 


wir von einer Wiedergabe der Versuche mit Schnitter »bschen kénnen. 
Als mégliche physiologische Vorstufen haben wir Co: min und Serin 
herangezogen. Tab.1 bringt einige Versuche aus unserem reichen 
Material. 


Tab. 1. Cholinbildung durch Leberbrei. 
Hier und in den folgenden Tabellen bedeuten die Abkiirzungen: Ms = Meer. 


= schweinchen, R = Ratte, K = Kaninchen, C = Colamin, S = 4,l-Serin, M = 


d,l-Methionin, MSO = Methioninsulfoxyd, AS = Ascorbinsaure. 
Siimtliche Werte sind als mg% angegeben. 





Cholin-Neubildung 


Versuch ’ Praeformiertes 
M+C 
Nr. Tierart Cholin 





M+S 
absolut | Zunahme | absolut Zunahme 


% % 





20,88 18,99 19,62 94,0 
22,78 15,52 3 0 0 
40,98 14,16 6,44 15,? 
17,32 6,78 6,34 36,6 
8,37 14,87 77,6 12,17 (45,4 
4,18 2,30 5 3,10 74,3 
23,39 3.31 : 0 0 





























Wir sehen, da8B die Leber unter den Versuchsbedingungen nicht 
unbetrachtliche Mengen von Cholin aufzubauen imstande ist. Auf das 
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praformierte Cholin bezogen, betragen die Zunalhmen zwischen 30 bis 
95%. Wie die Tabelle weiter zeigt, sind sowoh! Colamin als auch Serin 
befahigt, als Meth ylacceptoren bei der Cholinsynthese zu fungieren. Inden 
willkirlich herausgegriffenen Versuchen ergibt sich teils eine praktische 
Gleichwertigkeit der beiden (siehe Vers. 1, 16 und 18), in anderen 
(Vers. 2, 4 und 23) ist Colamin dem Serin deutlich iiberlegen, wahrend 
in Vers. 22 Colamin gegeniiber Serin versagt. Wir méchten trotzdem 
auf Grund unserer Ergebnisse annehmen, da die eigentliche physio- 
logische Vorstufe das Serin ist. Wenn man bedenkt. daB die Cholin- 
synthese aus Serin mit einer Decarboxylierung verkniipft sein muB und 
daB uns nur ein Praparat von d,/-Serin zur Verfiigung stand, dann ver. 
lieren die geringeren Ausschlage mit Serin an Bedeutung. Die geplanten 
Versuche, die Decarboxylierung des Serins im Warburg-Apparat quan- 
titativ zu verfolgen, konnten wegen der Kriegsereignisse leider nicht 
mehr durchgefiihrt werden. 

In mehr als 30 Versuchen mit Leber haben wir tiberwiegend positive 
Ergebnisse erhalten. Doch gab es aus uns zunachst unerklarlichen 
Griinden auch eine gréBere Zah! von Fehlresultaten, rund 20% aller 
Versuche, wenn wir die Versuche, in denen die Mehrbildung unter 10% 
des Ausgangswertes lag, dazurechnen. 

AuBer der Leber haben wir in einer gréBeren Versuchsreihe noch 
quergestreifte Muskulatur, Gehirn, Niere und Nebenniere auf 
ihre Synthesefahigkeit untersucht. Die Ergebnisse an Muskulatur, Ge- 
hirn und Niere waren tiberwiegend negativ. Wo wir gelegentlich eine 
Zunahme feststellen konnten, war das Resultat nicht eindeutig. Teils 
lagen die Zunahmen unter der von uns ausgewerteten GréBenordnung, 
teils waren nachweisbare Versuchsfehler mit im Spiele. Eine nennens- 
werte Synthesefahigkeit fiir Cholin kommt fiir diese Organe bei unserer 
Versuchsanordnung jedenfalls nicht in Frage. 


Tab. 2. Versuche mit Nebenniere. 


Cholin-Neubildung 


Versuch Praeformiertes 10 ; 
Nr. Cholin eh apie 








absolut Zunahme absolut Zunahme 


% 





XXVI Nn 170,3 57,2 3: 144,6 84,9 
XXVIII No 176,1 56,1 47,8 27,1 
XXIX Nn 76,4 93,1 0 0 

XXX}I Nn 15756 ae 34,2 21,7 





























Positive Ergebnisse erzielten wir dagegen mit Nebennierenbrei. | 
Bei dem seit langem bekannten hohen Cholingehalt der Nebennieren- ~ 
rinde war ein solches Resultat auch zu erwarten. Leider konnten wir bei” 
der Kleinheit der verarbeiteten Organe (Meerschweinchen) eine Trennung | 
von Mark und Rinde nicht durchfiihren, die Synthesefahigkeit diirfte 
aber auf die Nebennierenrinde beschrankt sein. q 
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Die absoluten Werte der Neubildung liegen hier wesentlich héher 
als bei der Leber, Entsprechend dem betrachtlich héheren Gesamt- 
cholingehalt des Organs sind die prozentischen Zunahmen relativ niedri- 
ger. Die Gleichwertigkeit bzw. Uberlegenheit des Serins gegentiber dem 
Colamin geht auch aus dieser Versuchsreihe hervor. 


IV. Zur Charakteristik der Methylpherase der Leber 


Wie wir in unserer 2. Mittcilung! zeigten, laBt sich das die Methyl- 
gruppe des Methionins auf Glykocyamin iibertragende Fermentsystem 
des quergestreiften Muskels von der Struktur loslésen — Muskelextrakte 
nach Me yerhof sind ebenso wirksam wie Muskelbrei. Um festzustellen, 
ob das die Cholinsynthese bewirkende Fermentsystem der Leber auch 
zu den Lyoenzymen gehdért, bereiteten wir auf gleiche Weise wie aus 
Muskel zellfreie Leberextrakte (Verreiben des Zellbreis mit dem. dem 
Gewicht entsprechenden, doppelten Volum eisgekiihlter 0,9-proz. Ka- 
liumchloridlésung in eisgekiihlter Reibschale. nach 14-stdg. Aufenthalt 
im Eisschrank bei einer Temperatur von 3° zentrifugieren, 30 Min. bei 
3000 Touren). Tab. 3 bringt einige damit angestellte Versuche. Der Ver- 
gleichsméglichkeit halber sind die Werte auf 100g Leberbrei umge- 
rechnet. 


Tab. 3. Versuche mit Leberextrakt. 





Cholin-Neubildung 
Versuch Praeformiertes M-6 j M+S 
Nr. Cholin 
absolut | Zunahme absolut Zunahme 





o% 9%, 
E XXIV 14,9 34,7 232,8 | - - 
E XXVI1 17,48. 8,07 46,1 | 13,57 77,0 
E XXVIII 29,83 5,13 17,2 (0,17) 0 























Nach diesen Ergebnissen ist auch das Fermentsystem der Leber, 
welches die Methylgruppe des Methionins tibertragt, als Lyoenzym 
anzusprechen. Eine weitere Untersuchung der Extrakte, wie wir sic 
beim Muskelextrakt durchgefiihrt haben, insbesondere die Priifung der 
Stabilitét und des Einflusses der Dialyse, muBte aus zeitbedingten Griin- 
den unterbleiben. 

Nach den bei der Kreatinsynthese durch quergestreifte Muskulatur 
gemachten Erfahrungen waren fiir die Ubertragung der Methylgruppe 
des Methionins auf die Vorstufen des Cholins fiir das Fermentsystem 
der Leber keine wesentlich anderen Bedingungen zu erwarten. Da bei 
der Kreatinsynthese durch pflanzliches und tierisches Gewebe die Trans- 
methylierung als obligat aérober ProzeB bewiesen war, sollten auch fiir 
das auf Methionin eingestellte Pherasesystem der Leber die gleichen 
Voraussetzungen gelten. Wir nehmen nun nicht an, daB die Ferment- 
systeme des Muskels und der Leber identisch sind, im Gegenteil. Die in 
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unserer 2, Mitteilung! ver6éffentlichten Versuche iiber die Kreatin- 
synthese durch Leber sprechen ebenso gegen eine solche Annahme wie 
die Untersuchungen der vorliegenden Mitteilung iiber die Cholinsynthese 
durch Muskulatur. Es ist méglich, daB bei gleicher Wirkgruppe die Ver- 
schiedenheit durch die Tragerproteine bedingt ist. Auf alle Falle konnte 
aber erwartet werden, daB die Bedingungen der Ubertragung die gleichen 
sind, und da8 eine Anderung des Methylacceptors keine grundlegende 
Anderung dieser bewirkt. Handelt es sich doch bei der Kreatinsynthese 
und der Cholinsynthese in beiden Fallen um eine Ubertragung des 
Methyls von Schwefel auf Stickstoff, die allerdiigs beim Cholin zur 
erschépfenden Methylierung fiihrt. ErwartungsgemaB ist auch die Cho- 
linsynthese ein aérober ProzeB, wie die Versuche der Tab. 4 zeigen. 


Tab. 4. Versuche in Gegénwart oder Abwesenheit von O,. 





Versuch Nr. 42 Versuch Nr. 44 





aérob (0,) Cholin-Neubildung aérob (0,) Cholin-Neubildung 
C+M 23,78 C+M 5,85 
c+SsS . 5,1¢ S§+M 8,15 





anaérob (N,) - anaérob (N,) 
c+M c+ M (0,08) 
S+M S+M (0,16) 











Auch der Mechanismus der Methyliibertragung kann als der gleiche 
wie bei der Kreatinsynthese durch Muskulatur angenommen werden. 
Auch hier wird offenbar in erster Phase Methionin zum Sulfoxyd oxy- 
diert, das ebenso wirksam ist wie Methionin. 


Tab. 5. Versuch Nr. 39. 


| Zusatze Cholin- Neubildung | 
| 23,11 
| 14,15 


Bei dem offenbar gleichen Mechanismus der Methylibertragung 
lieB sich erwarten, daB die bei der Muskulatur gefundenen Aktivatoren 
auch am Fermentsystem der Leber wirksam sind. Beim Muskel waren, 
wie wir in unserer 2. und 3. Mitteilung! zeigen konnten, Ascorbinsaéure 
und verschiedene Schwermetalle teils fiir sich, teils in Kombination mit 
Ascorbinsaure wirksam. Als effektivster Aktivator erwies sich dic Kom- 
bination Ascorbinsadure-Kobalt. Fiir das Pherasesystem der Leber konn- 
ten wir nun eine Aktivierung durch Ascorbinsaure allein nicht feststellen. 
Im Gegenteil, Ascorbinséure hemmt cher die Synthese aus Colamin und 
Serin. Wohl aber erwies sich die Kombination Ascorbinsaéure-Kobalt 
als voll wirksam (Tab. 6). 
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Tab. 6. EinfluB von Aktivatoren. 





| Versuch Nr. 43 Versuch Nr. 45 





| Zusatze | Cholin-Neubildung Cholin-Neubildung 
| M+C 5,19 2,60 


| M+C+ 48+ Co 4,60 7,95 
| M+8 0 7,78 
| M+S8-+AS+ Co-- 13,07 14,37 








Die Aktivierung ist sehr betrachtlich. Wahrend im Vers. 43 die 
Mehrbildung aus Colamin durch das System Ascorbinsaure- Kobalt ver- 
mit wird, zeigt Serin als Methylacceptor gegeniiber einem negativen 
Resultat mit Serin allein durch den Aktivator eine Mehrbildung von 
13,07 mg%. Noch deutlicher ist das Ergebnis des Vers. 45. Hier wird die 
Neubildung aus Colamin von 2,6mg% auf 7,95mg% gesteigert, also 
um mehr als das Doppelte, wahrend beim Serin die Steigerung von 
7,87 mg% auf 14.37 mg%, rund 85%, betragt. 

Wir glauben aus diesen und den vorherstehenden Ergebnissen den 
SchluB ziehen zu diirfen, daB eine weitgehende Analogie im Me- 
chanismus der Ubertragung der Methylgruppe des Methio- 
nins zwischen dem Pherasesystem des Muskels und der 
Leber besteht. 

Zusammenfassung 


1. Mit einer gravimetrischen auf der Reineckatfallung bcrubenden 
Mikromethode, welche auf Organmengen bis zu 200 mg herabzugehen 
gestattet, wurde der Gesamtcholingehalt (freies Cholin und Acetyl- 
cholin) verschiedener Organe von Meerschweinchen, Kaninchen und 
Ratten bestimmt. Fiir die Leber, an der die meisten Untersuchungen 
durchgefiihrt wurden, ergaben sich betrachtliche Schwankungen der 
Werte. Aus einer etwas groBeren Zah] von Bestimmungen an der Leber 
des Meerschweinchens errechnet sich bei Eliminierung der extremen 
Werte ein Durchschnittswert von 27,7mg% Gesamtcholin. Auch die 
iibrigen untersuchten Organe, quergestreifte Muskulatur, Gehirn, Niere 
und Nebenniere zeigen in ihrem Cholingehalt betrachtliche Schwan- 
kungen. Die héchsten Werte wurden fiir Nebenniere gefunden. 

2. Von den darauf untersuchten Organen-Leber, Muskulatur, Ge- 
hirn, Niere und Nebenniere — vermégen nur Leber und Nebennicre 
aus Methionin als Methyldonator und Colamin bzw. Serin als Methyl- 
acceptoren Cholin aufzubauen. Die Syathesefihigkeit beider Organe 
muB als betraichtlich bezeichnet werden. Als physiologische Vor- 
stufe diirfte das Serin anzusprechen sein. 

3. Das die Methylgruppe des Methionins bei dieser Cholinsynthese 
iibertragende Pherasesystem der Leber zeigt weitgehende Analcgie mit 
dem Pherasesystem des Muskels, welches die Synthese des Kreatins 
aus Methionin und Glykocyamin bewirkt. Auch die Leberpherase ist 
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ein Lyoenzym, zellfreie Leberextrakte sind ebenso wirksam wie Leber- 
brei. Die Cholinsynthese ist ein obligat aérober ProzeB. Als 
erste Zwischenstufe ist auch hier wie beim Muskel und bei pflanz- 
lichem Gewebe Methioninsulfoxyd anzunehmen. Ascorbinsaure.- 
zusatz allein hemmt die Cholinsynthese. Dagegen erweist sich dic 
Kombination Ascorbinsaure-Cobalt, die bei Muskel als wirk- 
samster Férderer befunden wurde, auch am Pherasesystem der Leber 
als hochwirksamer Aktivator. . 






























Die Methylierung durch pflanzliche und tierische Gewebe 


5. Mitteilung 
Der Einflu8 des Glykogen- und Fettgehalts der Leber 
auf die Cholinsynthese 
Von 
H. K. Barrenscheen und Daphne Papadopoulou 
Aus dem Institut far physiologische Chemie der Universitat Wien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Mai 1948) 


Gegeniiber unseren Erfahrungen bei der Kreatinsynthese durch 
Muskelbrei, bei der Fehlresultate sehr selten auftraten und die Menge 
des praformierten ebenso wie die des neugebildeten Kreatins absolut 
und relativ geringe Schwankungen zeigte, wies unsere Erfolgstatistik 
fiir die Cholinsynthese doch eine recht groBe Anzahl von negativen Er- 
gebnissen auf, ganz abgesehen von den betrachtlichen Schwankungen, 
welche sich sowohl fiir das praformierte, wie fiir das neugebildete Cholin 
ergaben!. Das deutete darauf hin, daf die Verhaltnisse bei der Cholin- 
synthese etwas komplizierter liegen miissen und eine Reihe von bisher 
unbekannten Faktoren hier eingeschaltet ist. 


I. Glykogenbestand und Cholin-Neubildung 

Aus Beobachtungen bei der Verarbeitung unserer Ansatze glaubten 
wir eine gewisse Beziehung des Glykogengehaltes der Leber fiir die groBen 
Schwankungen in der Synthesefihigkeit ableiten zu kénnen, derart, dah 
bei niedrigem Glykogengehalt auch die Werte fiir die Cholin-Neubildung [~ 
niedrig waren, wahrend bei anscheinend normalem Glykogengehalt [7 
unsere Cholinausbeuten giinstiger lagen. Wir sind aus diesem Grunde 
daran gegangen, die Frage nach dem Zusammenhang des Glykogen- 
bestandes und der Synthesefahigkeit der Leber systematisch zu priifen. 
Als Versuchstiere wahlten wir Ratten, bei denen der Glykogengehalt 


1H. K. Barrenscheen u. Irmgard Skudrzyk, 4, Mitt., diese Z. 284, 
228 [1949] voranstehend. 





Doe tkesinisenl ainda SRAM 








949) 


ber- 
Als 
1NzZ- 
Te. 
die 
irk. 
sber 


rch 
nge 
ut 
tik 
Er- 
en, 
lin 
in- 
her 


ten 
Jen 
laB 
ing 
alt 
ide 
an- 
on, 
alt 


84, 





: 


Bd. 281 (1949) Methylierung durch pflanzliche u. tierische Gewebe 237 


sehr leicht und in ganz kurzen Zeiten becinfluBbar ist. Wir untersuchten 
hier drei Reihen von vier bis sechs Tieren, von denen die eine Gruppe 
durch 24-stdg. Hungern glykogenarm gemacht wurde, die zweite wurde 
bei normalem Mischfutter gehalten, in der dritten Gruppe haben wir 
durch zusatzliche Fiitterung von Rohrzucker zur Normalkost eine An- 
reicherung der Leber mit Glykogen zu erreichen getrachtet. 

Die Tétung der Tiere erfolgte durch Dekapitierung. Die Glykogenbestim- 
mungen wurden nach der im Laboratorium iblichen, auf dem Pfliigerschen 
Prinzip aufgebauten Mikromethode durchgefiihrt, welche mit 100 mg Organ 
einwandfreie Werte ergibt. Die Einwaage erfolgt auf flachen Aluminiumschalchen 
auf der Torsionswaage. AufschluB des Organs mit 60-proz. Kalilauge, Fallung 
und Hydrolyse des Glykogens werden in den gleichen graduierten Zentrifugen- 
rohrchen aus Hartglas ausgefiihrt. Die Bestimmung des hydrolysierten Gly- 
kogens erfolgt nach Neutralisation und Auffiillung auf ein definiertes Volumen, 
das von der Menge Glykogen abhingig ist, nach Hagedorn-Jensen. Das zur 
Zuckerbestimmung verwendete Volumen richtet sich nach der urspriinglich vor- 
handenen Glykogenmenge und dem Endvolumen, auf das das Hydrolysat auf- 
gefiillt wurde (zwischen 0,1 bis 2 cem). Die Werte fiir Glykogen sind in unseren 
Tabellen als Glucose angegeben. In allen Fallen wurde gleichzeitig eine Bestim- 
mung des Gesamt-Fett- und -Lipoidgehaltes der Leber durchgefiihrt. Der Organ- 
brei, bis zu 100 mg, wurde in der Achatschale mit wasserfreiem Natriumsulfat 
im UberschuB verrieben, und das staubtrockene Pulver im Mikro-Soxleth 3 Stdn. 
mit reinem, absol. Ather extrahiert. Nach Uberspiilen in tarierte Wageglischen 
wurde der Ather abgedunstet und bei 100° im Thermostaten bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. Auswaage auf der Mikrowaage. Die fiir Gesamt-Fett und 
-Lipoid gefundenen Werte lagen fiir die Tiere dieser Serien zwischen 3 bis 3,5%. 
bezogen auf Feuchtgewicht. 


Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zeigt Tab. 1. 


Tab. 1. Cholin-Neubildung bei Ratten mit verschiedenem Glykogengehalt der 
Leber. 
M = Methionin; C = Colamin; S = d,l -Serin 
































Hungertiere Normaltiere Zucker-Tiere 
Glykogen- Cholin- Glykogen- Cholin- Glykogen- Cholin- 
Nr. gehalt Neubildung gehalt Neubildung gehalt Neubildung 
; &% mg% £% mg% 8% mg, 
M+C]M+S8 M+CiIM+S5S M+Cj]M+S8S 
1 0,34 13,99 | 6,68 1,24 17,37 | 25,43 6,9 26,97 | 20,46 
2 0,05 _ 8,97 1,27 21,33 | 10,98 2,7 9,78 | 19,76 
3 0,09 22,25 | 8,3 1,02 20,56 7,94 3,6 55,24 | 19,33 
4 0,02 4,67 _ 2,05 23,32 | 20,98 5,14 43,73 | 27,79 
5 0,05 (2,78)| 8,7 
6 0,02 11,42 0 
Mittel- 
werte 095 10,46 | 6,53 1,395 | 20,645] 16,33 4,585 33,93 | 21,82 























Vergleicht man die Zahlen fiir die Neubildung des Cholins, so zeigt 
sich bei den Hungertieren, deren Glykogengehalt auf im Mittel 0,095°% 
abgesunken war, eine recht maBige Neubildung. Einmal bleibt bei den 
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Versuchen mit Serin die Neubildung iiberhaupt aus. In den Versuchen 
mit Colamin bleibt sie einmal unter den von uns als Grenze angenom- 
menen 10%, so daB dieser Wert ausgeschaltet wurde. Als Mittelwert 
errechnet sich fiir die Colaminansatze eine Neubildung von 10,46 mg °%,, 
fiir Serin als Methylacceptor von 6.33 mg °,. Bei den normal gefiitterten 
Tieren mit einem mittleren Gehalt von 1.395°/, Glykogen ist die Cholin- 
mehrbildung erheblich héher. Sie betrigt fiir die Ansétze mit Colamin 
rund das Doppelte wie bei den glykogenarmen Hungertieren (Mittelwert 
20,64 mg °%), bei den Serinansaitzen das Zweieinhalbfache (Mittelwert 
16,33 mg %). Bei den mit Glykogen angereicherten Lebern unserer 
,4uckertiere“, bei denen ein mittlerer Glykogengehalt von rund 4,6°, 
erzielt wurde, ergibt sich eine weitere Steigerung der Cholinsynthese. 
Gegeniiber den Normaltieren ist der Durchschnittswert bei den Colamin- 
ansatzen um iiber 50%, auf im Mittel 33.93 mg °%, erhdht, in den Serin- 
versuchen um rund ein Drittel (Durchschnittswert 21,83 mg %). Wir 
glauben aus diesen Ergebnissen den Schlu8 zichen zu kénnen, daB der 
Glykogengehalt einen nicht unerheblichen Einflu8 auf das Synthese- 
vermégen der Leber fiir Cholin besitzt. Der Gedanke, eine Kopplung 
der Cholinsynthese mit dem Kohlenhydratstoffwechsel anzunehmen, ist 
hier sehr naheliegend. Wie diese anzunehmen ist, entzieht sich allerdings 
unserer Kenntnis und wir begniigen uns einstweilen mit der Feststellung 
der Tatsache. ' 

Aus Tab. | ist noch ersichtlich, daB die Mittelwerte fiir die Cholinneubildung 
mit Colamin als Methylacceptor hier durchwegs héher liegen als die aus d,l-Serin. 
Dieses Ergebnis widerspricht offenbar unserer in der 4. Mitteilung! gedéuBerten 
Ansicht, daB Serin die eigentliche physiologische Vorstufe bei der Cholinsynthese 
darstellt. Wir sehen trotzdem keine Veranlassung, von dieser Anschauung abzu- 
gehen, denn die Verwendung von d.l-Serin statt der natiirlichen /-Aminosiure, 
die zwangsliufige Zwischenschaltung der Decarboxylierung, welche wieder einen 
intakten.Fermentapparat voraussetzt, geniigen vollauf, um das Zuriickbleiben 
des d,l-Serins zu erkliren. 


II. Leberverfettung (Fettinfiltration) und 
Cholin-Neubildung 


Seit den grundlegenden Untersuchungen von Best? wissen wir, daB 
Cholin im Fettstoffwechsel der Leber eine besondere Rolle spielt. Cholin- 
mangel in einer fett- und kohlenhydratreichen Ernahrung fiihrt zu 
enormer Fettablagerung in der Leber. Durch Cholinverfiitterung liBt 
sich diese Verfettung ebenso verhindern, wie durch zusatzliche Beigaben 
von Methionin?:*+4 bzw. Methioninsulfoxyd®. Es war naheliegend, zu 


2 C. H. Best, G. C. Ferguson, Il. M. Hershey, M. E. Huntsman u. 
O. M. Solandt, Verh. internat. Kongr. f. Physiol., S. 31—32 [1932]; C. H. 
Best u. J. H. Ridout, J. Physiology 78, 415 [1933]; C. H. Best, H. J. Chan- 
non u. J. H. Ridout, ibid. 81, 409 [1934]; C. H. Best, M. E. Huntsman, 
E. W. Mc Henry u. J. H. Ridout ibid. 84, 38 [1935]; C. H. Best u. J. Chan- 
non, Biochemic. J. 29, 2651 [1935]. ze 

3 L. W. Beeston u. H. J. Channon, Biochemic. J. 30, 280 [1936]. 

4H. F. Tucker u. H. C. Eckstein, J. biol. Chemistry 121, 479 [1937]. 

5M. A. Bennet, ref. Ber. ges. Physiol. exp. Pharmakol. 122, 205 [1941]. 
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untersuchen, inwieweit eine derartige durch einseitige Mangelernahrung 
hervorgerufene Fettablagerung in der Leber sich auf das Synthese- 
vermégen fiir Cholin auswirkt. Wir haben fiir diese Versuche die von 
Tucker und Eckstein‘ angegebene Diat beniitzt, welche folgende Zu- 
sammensetzung hat: Casein 5%, Glucose 47,5%, Agar-Agar 2,0%, 
Schweineschmalz 40%, Salzmischung nach Osborne und Mendel® 
5%, Cystin 0,5%. Unsere Ratten haben in den ersten Tagen das Futter, 
das ihnen in reichlichster Menge dargeboten wurde, gierig restlos ver- 
zehrt. Nach einer Woche wurde jedoch iiber die Halfte des verabreichten 
Futters nicht mehr aufgenommen. Nach 10 bis 14 Tagen bei dieser Kost- 
form wurden die Tiere getétet und die Leber, die schon makroskopisch 
durch ihre Farbe und Konsistenz die hochgradige Verfettung erkennen 
lieB, in der tiblichen Weise verarbeitet. Tab. 2 gibt eine Ubersicht iiber 
diese Versuche. 


Tab. 2. Tiere mit experimenteller Leberverfettung (Diit nach Tucker-Eck- 
stein). Versuche mit Colamin-Methionin. 























Glykogen- Fett- Cholin- 
Nr. gehalt gehalt Neubildung 
8% 8% mg% 
! 
1 4,50 18,0 2,38 
2 4,42 9,0 11,35 
3 0,35 35,0 2,45 
4 3,54 28,0 16,30 
5 2,54 32,5 9,65 
Mittel- 
warte 3,07 | 24,5 | 8,42 














Bemerkenswerterweise zeigt sich hier, daB trotz der hochgradigen 
Verfettung, die bis zum Zehnfachen des bei Normaltieren gefundenen 
Wertes betragt und die der alte Sprachgebrauch der Pathologie als 
Fettinfiltration bezeichnet, die Leber einen nicht unerheblichen Gly- 
kogenbestand aufweist — als Mittelwert finden wir rund 3%. Unter 
Auslassung des aus der Reihe fallenden Wertes fiir Tier 3 (0,35°% Gly- 
kogen), bei dem iibrigens auch der hichste Fettgehalt von 35°% festge- 
stellt wurde, kommen wir zu einem Mittelwert von 3,75°%, der betracht- 
lich ttber dem fiir Normaltiere gefundenen Werte liegt und nahe an den 
bei unseren ,,Zuckertieren“' festgestellten herankommt. Trotz dieses 
giinstigen Glykogengehaltes bleibt die Synthesefahigkeit der Leber fiir 
Cholin auffallend zuriick und erreicht nur Werte, die in der GréBenord- 
nung liegen, wie wir sie bei unseren glykogenarmen Hungertieren fest- 
stellen konnten, im Mittel rund 8°%. Unser Material ist zu klein, um 
daraus weitgehende Schliisse ziehen zu kénnen. Auffallend ist jedenfalls, 
daB bei Tier 3, bei dem der niedrigste Glykogengehalt und der héchste 


° W. Osborne u. L. B. Mendel, J. biol. Chemistry 37, 572 [1919]. 
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Fettgehalt festgestellt wurden, die Cholinbildung einen besonders niedri- 
gen Wert zeigt (vgl. aber dagegen Tier 1, bei dem trotz hohen Glykogen- 
gehaltes und mittleren Grades der Verfettung gleichfalls ein so niedriger 
Wert der Cholin-Neubildung erhalten wurde). Beziehungen zwischen 
Hohe der Fettablagerung und GréBe der Cholinsynthese lassen sich so 
bei kritischer Betrachtung unserer Zahlen nicht ablesen. 

Wie ist nun dieses Ergebnis zu deuten ? Da8 die enorme Fettanhau- 
fung in den Leberzellen rein mechanisch eine Schadigung des Proto- 
plasmas und seines Fermentapparates bedingen kann, ist ohne weiteres 
denkbar. Die Tatsache jedoch, daB die Glykogensynthese und die Gly- 
kogenspeicherung durch die Fettinfiltration der Zelle offenbar nicht 
gehemmt ist, weiters die fehlende Parallele zwischen Fettgehalt einer- 
seits, Synthesefahigkeit fiir Cholin andererseits, weisen auch auf andere 
als rein mechanische Ursachen hin. Wir wissen, daB Cholin im Fettstoff- 
wechsel der Leber eine entscheidende Rolle spielt®. Fehlt es in der 
Nahrung, dann kommt es bei entsprechender Diat zur Bildung der Fett- 
leber, der Fettabbau ist gestért. Das legt die Annahme nahe, daB in 
den Ablauf des Cholinaufbaus irgendwie der normale Fettabbau einge- 
schaltet ist. Wir méchten aus unseren bisherigen Versuchen den Schlub 
ziehen, daB auBer einem normalen Glykogengehalt auch der normale 
Ablauf des Fettstoffwechsels der Leber Voraussetzung fiir eine ungestérte 
Synthese des Cholins ist, daB also der funktionelle Zustand der Leber 
von ausschlaggebender Bedeutung ist. 


III. Die Cholin-Neubildung bei akuter Phosphorvergiftung 


Diese Uberlegung war es, welche eine weitere Ausdehnung unserer 
Versuche nahelegte. Wir kennen eine Reihe von Giften, die bei gleich- 
zeitiger Verfettung die Funktion der Leberzelle schwer schadigen, in 
erster Linie Phosphor und Arsen. Wir wahiten fiir unsere Versuche die 
Vergiftung mit Phosphor durch subcutane Injektion von Oleum phos- 
phoratum, die schon in kiirzester Zeit zu einer schweren Schadigung des 
Leberparenchyms und fettiger Degeneration fiihrt. Mit der Dosierung 
hatten wir anfinglich Schwierigkeiten. Wir hielten uns zunachst an die 
von Scholl? aus dem Wiener Institut veréffentlichten Dosen*von 
0,005 g/kg K6rpergewicht bei normalem Mischfutter, muBten aber die 
Erfahrung machen, daB die Tiere simtlich akut innerhalb von 12 bis 
18 Stdn. eingingen. Erst als wir die Dosis auf zwei Drittel bis die Halfte 
reduzierten, gelang es, die Tiere iiber 24 bis 48 Stdn. am Leben zu er- 
halten. Die doch auch fiir die Tiere spiirbare ,,Kriegsernahrung“ diirfte 
fiir diese Toleranzherabsetzung verantwortlich sein. Die von uns aus- 
gewerteten Versuche wurden samtliche an Tieren 24 Stdn. nach In- 
jektion des Phosphoréls durchgefiihrt. Nach der Injektion erhielten die 
Tiere ihr normales Futter weiter, Die Lebern waren in allen Fallen 
schon makroskopisch verandert, auffallend schlaff und von gelbbrauner 
Farbe. Die Versuchsergebnisse zeigt Tab. 3. 


7 R. Scholl, Biochem. Z. 240, 62 [1931]. 
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‘Tab, 3. Phosphorvergiftete Tiere. Versuche mit Colamin-Methionin 





Glykogen- Fett- Cholin- 
gehalt gehalt Neubildung 
8% 
0,035 
0,365 
0,054 
0,564 
0,008 











werte 0,205 





Mittel- | 





Der Glykogenbestand samtlicher Tiere ist nach der Vergiftung 
durchgehend herabgesetzt und erreicht trotz der einige Zeit nach Setzung 
der Vergiftung noch bestehenden Nahrungsaufnahme Werte, die wir 
sonst bei unseren Hungertieren fanden; als Mittelwert ergibt sich ein 
Glykogengehalt von 0,265°, das sind rund 20% des bei Normaltieren 
gefundenen. Der Fettgehalt der Leber ist, von Tier 2 abgesehen. bei dem 
er innerhalb der von uns gefundenen Normalwerte liegt, betrachtlich 
erhéht, auf im Mittel 7,5°%, also mehr als das Doppelte des bei unseren 
Normaltieren gefundenen. Es liegt das Bild der ,,fettigen Degeneration“ 
vor, fiir das auch der makroskopische Befund spricht. Die Cholin- 
synthese nun fehlt in zwei Fallen vollstandig, in weiteren zwei Fallen 
ist sie derartig gering, daB sie nicht ausgewertet werden kann. Nur in 
einem Falle erhalten wir eine Neubildung, die in der GréBenordnung der 
bei Hungertieren gefundenen entspricht. Die Verwertung eines Mittel- 
wertes halten wir unter diesen Umstanden nicht fiir statthaft. Die 
schwere Schadigung der Funktion der Leberzelle, und der alte Ausdruck 
,fettige Degeneration“ will nichts anderes bezeichnen, fiihrt zu einem 
praktisch vollkommenen Versagen der Cholinsynthese. 

Bei der erwiesenen Rolle, welche das Cholin als ,,Leberschutzstoff* 
spielt, bei der von uns festgestellten, dominierenden Stellung, welche die 
Leber bei der Cholinsynthese einnimmt, kommt diesem Befund vielleicht 
auch eine praktische Bedeutung zu. Bei schweren Leberparenchym- 
schadigungen verwendete die Klinik mit Erfolg die Zufuhr groBer 
Mengen von Traubenzucker, um die Glykogendepots aufzufiillen und 
damit der Degeneration und der Leberverfettung entgegenzuwirken. Wir 
glauben, daB es berechtigt ist, gleichzeitig mit der Glucose auch gréBere 
Mengen von Cholin zuzufiihren, um so die mangelnde Synthesefahigkeit 
auszugleichen und der Leber den fiir den Fettabbau unersetzlichen Stoff 
zur Verfiigung zu stellen. 


Zusammenfassung 


1. In Versuchen an Ratten konnte gezeigt werden, daB der Gly- 
kogenbestand der Leber einen deutlichen EinfluB auf die Syn- 
thesefahigkeit fiir Cholin ausiibt. Bei niedrigem Glykogengehalt 


Hoppe-Seyler’s Zeitschritt f. physiol. Chemie, 284 ‘ 16 





'242 H. K. Barrenscheen u. l. Skudrzyk Bd. 284 (1949) 


(Hungertiere), ist die Cholin-Neubildung wesentlich geringer als bei 
Tieren mit normalem oder reichlichem Glykogenbestand. Es besteht 
offenbar ein Zusammenhang zwischen Cholinsynthese und Koh. 
lenhydratstoffwechsel. 

2. Verfettung der Leber (,,Fettinfiltration’), wie sie eine fett- 
und kohlenhydratreiche, aber eiweiBarme Diat, in der Cholin fehlt, und 
Methionin in unzulanglicher Menge vorhanden ist, bewirkt, fiihrt trotz 
relativ hohem Glykogengehalt zu einem betrachtlichen Absinken der 
Synthesefahigkeit fiir Cholin. Neben einem normalen Kohlen. 
hydratbestand ist die Cholinsynthese der Leber offenbar von dem 
normalen Ablauf des Fettstoffwechsels abhangig. 

3. Die durch akute Phosphorvergiftung bewirkte funktionelle 
Schaidigung der Leberzellen, welche zum Bilde der ,,fettigen Degene- 
ration“ fiihrt, hebt das Vermégen der Leber, Cholin aus Me. 
thionin und Colamin aufzubauen, praktisch vollkommen auf. 


Die Methylierung durch pflanzliche und tierische Gewebe 


6. Mitteilung 


Zur Natur der Wirkgruppe (Coferment) der auf Methionin 
eingestellten Methylpherase des Muskels 
Von 
H. K. Barrenscheen und Irmgard Skudrsyk 
Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Wien 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juni 1948) 


Auf Grund der Ergebnisse unserer bisherigen Untersuchungen 12.34 
iitber das die Methylgruppe des Methionins iibertragende Fermentsystem 
sind wir zu folgenden Anschauungen gekommen. An dem ProzeB der 
Transmethylierung sind zwei Fermentsysteme beteiligt, die in auf- 
einanderfolgenden Phasen zur Wirkung gelangen. Das erste dieser Sy- 
steme setzt aérobe Bedingungen voraus. Sein Angriffspunkt ist der 
Schwefel des Methionins, der vom II-wertigen zum IV-wertigen oxydiert 
wird, Methionin wird zum Methioninsulfoxyd. Mit dieser Oxydation zum 
Sulfoxyd ist die vorbereitende aérobe Phase abgeschlossen, durch sie 
wird offenbar die fiir die Transmethylierung erforderliche ,,Labilitat* 
der Methylgruppe geschaffen. Methioninsulfoxyd ist auch anaérob im 

egensatz zum Methionin als Methyldonator voll wirksam*. Was sich 
weiter am Schwefel des Methionins abspielt, jener Vorgang, der aller} 
Wahrecheinlichkeit nach iiber die Sulfensdiure-Sulfinséure zur Sulfo- 


H. K. Barrenscheen u. Tibor von Valyi- Nagy. diese Z. 277, 97 (1942) 
. K. Barrenscheen u. Johannes Pany, ibid. 283, 78 [1948]. 
. Barrenscheen u. Tibor von V alyi- Nagy, ibid. 283, 91 [1948). 
. Barrenscheen u. Irmgard Skudrzyk, ibid. 284 228 [1919] 
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siure fiihrt und mit der Abspaltung anorganischer Schwetelsdure endet?, 
ist sekundarer Natur und hat mit der Transmethylierung nichts zu tun. 
Das Ferment dieser einleitenden aéroben Phase kénnte peroxydase- 
ahnlicher Natur sein. Es ist durch Cyanid hemmbar. Durch Ascorbin- 
siure und den Komplex Ascorbinsaure-Kobalt (IT) lat es sich ersetzen. 


Die zweite Phase der Transmethylierung erfolgt durch die Methy]- 
pherase im eigentlichen Sinn des Wortes. Sie ist auch unter anaéroben 
Bedingungen wirksam. Fiir Muskel? und Leber‘ Konnten wir zeigen, daB 
sie nicht strukturgebunden und somit den Lyoenzymen zuzuzihlen ist. 
Mit der Wirkgruppe dieser Pherase beschaftigen sich die nachstehenden 
Untersuchungen. In der Versuchsanordnung unterscheiden sie sich in 
nichts von den bisher mitgeteilten Untersuchungen an Muskelbrei und 
Muskelextrakten ?*. so daB sich ein Eingehen darauf eriibrigt. 


l. Reaktivierung dialysierter Muskelextrakte 
durch eingeengte AuBenflissigkeit 


Muskelextrakte nach Meyerhof, die bis zu einem gewissen Grade 
das Vermégen besitzen, aus Glykocyamin und Methionin ebenso wie 
Muskelbrei Kreatin zu synthetisieren, verlieren durch kurzdauernde 
Dialyse ihr Synthesevermézen vollstandig?. Ist diese Inaktivierung nun 
auf Schadigung des oxydierenden Fermentes der einleitenden Phase zu- 
riickzufiihren oder betrifft sie das System der eigentlichen Methy! 
pherase ? 

Sollte das yxydierende System geschadigt sein, so miiBten durch 
Dialyse inaktivierte Extrakte durch den Komplex Ascorbinsaure- 
Kobalt (II) reaktiviert werden, sie miiBten weiterhin mit Methionin- 
sulfoxyd als Methyldonator eine entsprechende Synthesefahigkeit zeigen. 
Das ist, wie eine gréBere Zahl von Versuchen zeigte, nicht der Fall. 
Weder durch Zusatz von Ascorbinsaéure-Kobalt als Ersatz des oxydieren- 
den Fermentes, noch mit /-Methioninsulfoxyd als Substrat ergeben 
durch Dialyse inaktivierte Extrakte einen positiven Ausschlag. Die In. 
aktivierung kann somit nicht auf eine Schadigung des oxydierenden Fer- 
mentes zuriickgefiihrt werden. Es muB das eigentliche Pherasesystem 
bei der Dialyse betroffen werden derart, da8 die Wirkgruppe leicht 
abtrennbar und als niedrigmolekular in dit AuBenfliissigkeit iiberge- 
treten ist. 

Wir haben seinerzeit* kurz iiber Versuche berichtet, die Wirksam- 
keit der durch Dialyse inaktivierten Muskelextrakte durch Vereinigung 
von Dialysat und AuBenfliissigkeit wiederherzustellen. Sie sind samt- 
liche negativ verlaufen. Nun haben wir damals, um mit der AuBen- 
fliissigkeit des gleichen Extraktes arbeiten zu kénnen, diese auf der 
Heizplatte oder auf einem stark siedenden Wasserbad offen eingeengt. 
Es war nicht ausgeschlossen, daB diese Behandlung fiir unsere negativen 
Ergebnisse verantwortlich war. Wir haben daher die Versuche unter 
schonenden Bedingungen (Vakuum, Temperatur maximal 40°) wieder. 
holt. Die Dialyse wurde in gleicher Weise wie friiher durchgefiibrt 


16° 
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(Dialyse gegen eisgekiihItes destilliertes Wasser unter sténdigem Riihren 
bei 2 bis 3°). Aus zeitlichen Griinden wurde jeweils die eingeengte 
AuBenfliissigkeit eines auf seine Wirksamkeit gepriiften Extraktes dem 
Dialysat eines am Versuchstag frisch hergestellten Extraktes zugesetzt. 
In allen Versuchen wurde die Synthesefahigkeit des frischen Extraktes, 
des Dialysates und des durch Zusatz eingeengter AuBenflissigkeit akti- 
vierten Dialysates gepriift. Das als Substrat verwendete /-Methionin 
war teils nach der Methode von Hill und Robson‘, teils nach dem 
von uns nach den Angaben von Koschara® ausgearbeiteten Verfahren’ 
dargestellt. Entsprechend den Erfahrungen an Muskelextrakten? wurde 
allen Ansaitzen Ascorbinséure in einer 10°*-m. Endkonzentration als 
Aktivator zugesetzt. In Tab. | sind einige dieser Versuche wieder 
gegeben®. 
Tab. |. Aktivierung von dialysiertem Muskelextrakt durch eingeengte AuBen 
fliissigkeit 

Hier und in der folgenden Tabelle bedeuten: nE = nativer Extrakt, dE = 4 
“sei ra Extrakt, aE = mit eingeengter AuBenfliissigkeit aktivierter 
Uxtrakt. 


Die Werte sind in simtlichen Tabellen auf 1 g Muskelbrei umgerechnet. 
Versuchstiere: Meerschweinchen. 





Vers, Nr. By 10.8. 1944 Es 28.8. 1944 B, 31.8. 1944 


Kreatinin- 
Zunahme 
mg/g Muskelbrei 
ni 2,34 0,22 0,55 

dE 0 (0,06) 0 
ak 0,82 0,11 0,33 




















Darch schonende Einengung gelingt es demnach, die Wirkung dei 
AuRenfliissigkeit zu erhalten und damit die dialysierten Extrakte zu 
reaktivieren. Gegeniiber den nativen Extrakten bleibt allerdings die 
Kreatinneubildung bei den aktivierten Dialysaten merklich zuriick, sie 
betragt nur zwischen rund 30 bis 60°, des urspriinglichen Extraktes, 
ein Zuriickbleiben, das durch die Verdiinnung allein nicht erklart werden 
kann. Ist nun dafiir ein partieller Verlust der Wirkgruppe verantwortlich 
zu machen, oder la8t sich die Wirksamkeitsabnahme auf andere Fak- 
toren zuriickfiihren ? Wenn auch unsere zunachst negativen Ergebnisse 
dafiir sprechen, da8 die Wirkgruppe empfindlich ist, so méchten wir 
doch glauben, da& bei dem von uns eingehaltenen schonenden Ver- 
fahren der Einengung mit nennenswerten Verlusten nicht zu rechnen 
ist. Eher méchten wir fiir die Wirksamkeitsabnahme die durch die 
Dialyse bewirkte Veranderung der Proteine heranziehen, kommt es doch 


° E. M. Hill u. Robson, Biochemic. 1. 28, 1009 | 1934|. 

* Koschara, diese Z. 280, 55 [1944]. 

7, H. Ehrlich-Gomolka, diese Z. 282, 158 [1947]. 

* Hrn. Dr. Kurt Apprich sind wir fiir die Durchfiihrung der Versuche 
zu Dank verpflichtet. 
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bei der Dialyse zu einer teilweisen und irreversiblen Ausflockung der 
EiweiBkérper®. Da& Verinderungen am Tragerprotein weit mehr als 
Zerstérung der Wirkgruppe die Wirksamkeitsabnahme erklaren, dafiir 
sprechen unseres Erachtens auch Versuche, die in Tab. 2 kurz zusam- 
mengefaBt sind. Danach gelingt es, mit der eingeengten AuBenfliissig- 
keit eines wirksamen Extraktes das Dialysat eines an sich unwirksamen 
Extraktes zu aktivieren und eine recht erhebliche Kreatin-Neubildung 
zu erzielen, ein Ergebnis, das der Annahme eines wesentlichen Verlustes 
an Wirkgruppe widerspricht. 


Tab. 2. Aktivierung eines dialysierten unwirksamen Extrakts 





Vers. Nr. | By 15.8. 1944 E, 6.9. 1944 


Kreatinin- 
Zunahme 
mg/g Muskelbrei 

nE (0,05) 0 
dE (0,05) (0,02) 
aE 0.38 1.32 




















1]. Zur chemischen Natur der Wirkgruppe der Pherase 

Aus der Tatsache, daB die Kreatinsynthese aus Methioninsulfoxyd 
und Glykocyamin entgegen der Erwartung bei Gegenwart von Cyanid 
unterbleibt®, haben wir den SchluB gezogen, daB durch Cyanid nicht 
nur das einleitende oxydierende Ferment, sondern auch das eigentliche 
Pherasesystem gehemmt wird. In Analogie zu den Ergebnissen, die 
Zeller® bei seiner Diaminoxydase erhielt, haben wir weiter gefolgert, 
da in der Wirkgruppe der Pherase eine Carbonylgruppe vorhanden 
sein konnte, die durch Cyanid blockiert wird. Sollte diese Annahme zu- 
treffen, dann miiBten typische Carbonylreagenzien wie Semicarbazid 
und Thiosemicarbazid die Kreatinsynthese ebenso hemmen bzw. 
ganz aufheben. In den in dieser Hinsicht angestellten Versuchen an 
Muskelbrei, die Tab. 3 wiedergibt, wurde Semicarbazid bzw. Thiosemi- 
carbazid in einer 10°?-m. Endkonzentration zugesetzt. Die Resultate 
waren eindeutig. 


Tab. 3. Hemmung der Kreatinsynthese durch Semicarbazid und Thiosemi- 
carbazid. Abkiirzungen in der Tabelle: 
B = Muskelbrei + Glykocyamin + Methionin, Sz = Semicarbazid, 
ThSz = Thiosemicarbazid. 


Vers. Nr. Lit 14.8. 1944 Ly 28. 9. 1944 








Kreatinin- 
zunahme 
mg/g Muskelbrei 

B 
B+ Sz 
B+ ThS&z 











’ £. A. Zeller, Helv. chim. Acta 21, 1645 [1938}. 
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Beide Carbonylreagenzien heben die Kreatinsynthese 
des Muskels vollstandig auf. Durch dieses Ergebnis gewinnt die 
Annahme einer Carbonylgruppe, der cine besondere Bedeutung zu- 
kommt, einen hohen Grad an Wabhrscheinlichkeit. 

Wesentlich schwieriger ist die Deutung und Auswertung der Ergebnisse, 
die wir mit einer Reihe von anderen, als Ferment-Inhibitoren und -De- 
struktoren im Sinne von Bersin?® anzusprechenden Stoffen erhalten haben. 
Wir verdanken die Durchfiithrung dieser Versuche, die in Tab. 4 kurz zusammen- 
gefaBt sind, der Mitarbeit von Frau Dr. Daphne Papadopoulou. 


Tab. 4. Wirkung verschiedener Inhibitoren auf die Kreatinsynthese durch 
Muskelbrei. Es bedeuten: 
+++ = vollstindige Hemmung. 
++ = Hemmung iiber 50%, 
+ = Hemmung unter 50%. 





Inhibitor Vers. Nr. Hemmung bei Konzentration- 
110-*-m. | 2.10°*-m. Anmerkung 








; Ay 4 
Arsenit Hy) - * Hemmung 70% 
H-v1 = Lt 


" A Hy V 
Fluorid Ht VI 




















Aj bp r++? * Unterdriickung auch der 
Jodacetat Hy IV ; geringen Kreatinsynthese 
Hy V oo bt aus Glykoevamin allein. 





esl : Hg VI 
Natriumazid Hy VII 





Hp Vil 1 * Hemmung 30% 
> Pp Se WO 
Pyrophosphat Hp VIII - 4 Hemmung 20% 























Bei der Unsicherheit, die heute noch auf diesem Gebiet herrscht, kénnen 
unsere Ergebnisse nur zu vorlaufigen SchluBfolgerungen fiihren. Sind wir doch 
iiber Angriffspunkt und Wirkungsweise der von uns angewandten Inhibitoren 
in der Mehrzahl der Falle nur auf Vermutungen angewiesen. 

Arsenit, dasin unseren Versuchen erst in einer Konzentration von 2-10-3-m, 
eindeutig hemmend wirkt, hemmt nach den Versuchen von Voegtlin?® und 
Szent-Gyorg yi!" die Zellatmung. Man kénnte auch fiir unseren Fall annehmen, 
da8 hier die erste oxydative Phase der Transmethylierung betroffen ist. Eine 
Blockierung des Glutathions, die von Morgulis? fiir die Hemmung der Gly- 
kolyse durch Arsenit verantwortlich gemacht wird, kommt wohl nicht in Frage. 

Die hemmende Wirkung, die Fluorid auf eine Reihe von Esterasen 
(Glukosulfatase?*, Hefephosphatase !4,55 ausiibt, wird durch die Beseitigung 
eines ,,Komplementes“, im Falle der Hefephosphatase des Magnesiumions, er- 
klirt. Nun kénnte man ja auch die Ablésung der Methylgruppe vom Methionin- 
sulfoxyd, das als Ester der Sulfensiure angesprochen werden kann, auf die Wir- 
kung einer Esterase zuriickfiihren und einen gleichen Mechanismus der Fluorid- 
hemmung annehmen. Fiir unseren Fall kénnen wir eine solche Deutung als 


Th. Bersin in Handbuch der Enzymologie von Nord-Weidenhagen. 
A. v. Szent-Gyérgyi, Biochemic. J. 24, 1723 [1930]. 
S. Morgulis, J. biol. Chemistry 123, 1 [1938]. 
3 Soda u. Egami, J. chem. Soc. Japan 55, 1164 [1934]. 
Auhagen u. Grzycki,, Biochem. Z. 265, 217 [1933]. 
5 Hofstetter, Leichter u. Nord, Biochem. Z. 295, 414 [1938]. 
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wenig wahrscheinlich bezeichnen. Sollte durch Fluorid ein derartiges ,,K omple- 
ment“ wie das Magnesiumion durch Entionisierung inaktiviert werden, dann 
miiBte auch Pyrophosphat zu analogen Ergebnissen fiihren. Wie unsere dies- 
beziiglichen Versuche zeigen, ist Pyrophosphat (als Na,P,0,) in einer Konzen- 
tration von 1-1€-3 m. iiherhaupt ohne Einflu8 auf die Kreatinsynthese, in Kon- 
zentrationen von 2-1C-3-m. betrigt der Hemmungseffekt zwischen 20—30%, 
der auch durch die Verschiebung des py nach der alkalischen Seite zu erklaren ist. 

Jod-essigsiure, deren hemmende Wirkung auf Glykogenolyse und 
Girung erstmals von Lundsgaard'* beschrieben wurde, hemmt in unseren 
Versuchen in den angewandten Konzentrationen die Transmethylierung voll- 
stindig und unterdriickt auch die an sich geringe Kreatinsynthese aus Glyko- 
cyamin allein. Auch hier méchten wir eher an eine Hemmung der ersten oxy- 
dativen Phase denken — Jodacetat hemmt die Zellatmung — als an eine Reak- 
tion mit einem Thiol, die zur Thioditherbildung fiihrt, wie sie von Lohmann” 
fiir die Hemmung der Glyoxalase, von Bersin und Logemann’ fiir die Wir- 
kung auf Papain angenommen wird. 

Die hemmende Wirkung des Natriumazids, die in unseren Versuchen 
eindeutig ist, wird von Franke und Lorenz?’ fiir die Katalase auf eine Komplex- 
bildung mit dem Metall zuriickgefiihrt. Bersin und Késter?® machen fiir die 
Hemmung der Urease durch Azid eine oxydative Inaktivierung des Fermentes 
verantwortlich. Welche Erklarung fiir unseren Fall heranzuziehen ist, kénnen 
wir nicht entscheiden. Die Komplexbildung mit Metall hat nach dem Ausfall 
der Versuche mit Pyrophosphat wenig Wahrscheinlichkeit. Eher wire in Analogie 
zu Bersin und Ké6ster an eine oxydative Inaktivierung zu denken. Da wir in 
der Wirkgruppe der Pherase eine Carbonylgruppe als wesentlich annehmen. 
kénnte diese méglicherweise Angriffspunkt des Azids sein. 


IIl. Uber die Haftstelle der Wirkgruppe 


In welcher Richtung ist die Bedeutung der angenommenen Car- 
bonylgruppe zu suchen? Wir hatten seinerzeit festgestellt®, daB durch 
den gleichzeitigen Zusatz von Schwermetall und Methionin die Kreatin- 
synthese gehemmt wird und dieses Ergebnis so gedeutet, daB die Amino- 
gruppe des Methionins durch Komplexbildung mit dem Schwermetall 
blockiert wird und damit als Haftstelle fiir die Wirkgruppe ausscheidet. 

DaB die freie Aminogruppe des Methionins fiir die Methyliiber- 
tragung Voraussetzung ist, versuchten wir auf zwei Wegen zu beweisen. 
Der cine Weg war die Besetzung der NH,-Gruppe. Wir wahlten dazu 
wegen seiner ausreichenden Léslichkeit das Benzoy]methionin, das 
nach Windhus und Marvel?! dargestellt wurde. Die Ausbeuten an 
reinem Benzoylmethionin (Schmp. nach Kofler 143 bis 145°) betrugen 
42,3°,, bezogen auf das eingesetzte d,l-Methionin. Die Ergebnisse dieser 
Versuche zeigt Tab. 5. 

Bei Besetzung der NH,-Gruppe bleibt hiernach jegliche 
Methyliibertragung durch Methionin aus. 


’ Lundsgaard, Biochem. Z. 217, 162 [1930]; 220, 1, 8 [1930]. 
Lohmann, Biochem. Z. 264, 152 [1933]. 
Bersin u. Logemann, diese Z. 220, 209 [1933]. 

* Franke u. Lorenz, Liebigs Ann. Chem. 532, 1 [1937]. 
Bersin u. Késter, Z. ges. Naturwiss. 1, 230 [1935]. 

** Windhus u. Marvel. J. Amer. chem. Soc. 53, 3493 [1931]. 
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Tab. 5. Ausbleiben der Methyliibertragung bei Verwendung von Benzoyl- 
methionin an Stelle von Methionin. Versuche mit Muskelbrei (Meerschweinchen), 
Abkirzungen in der Tabelle: 

M = d,l-Methionin, BzM = ¢,/-Benzoylmethionin. 





Vers. Nr. L 1.6.1944 | Ly 4. 8. 1944 





Kreatinin- 
Neubildung 
mg/g Muskelbre’ 

M 1,440 0,248 
BzM 0 0 








Zum weiteren Beweis, daB die freie Aminogruppe des Methionins 
bzw. Methioninsulfoxyds Voraussetzung fiir die Methyliibertragung ist, 
haben wir die Darstellung der y-Methyl-thiobuttersaure und des 
ihr entsprechenden Sulfoxyds in Angriff genommen. 


y-Methyl-thiobuttersiiure wurde auf folgendem Wege erhalten: Ally|- 
bromid wurde analog dem Vorgehen von Bruylants® in Dibromtrimethy- 
len tibergefiihrt (Ausbeuten zwischen 30—54°,) und dieses nach Gabriel * 
zum y-Brom-butyronitril umgesetzt. Auf Dibromtrimethylen bezogen, be- 
trugen die Ausbeuten an Nitril zwischen 13 und 17,5°>. Durch Umsetzen mit 
Natriummerkaptid*™, das nach Arndt® iiber S-Methyl-isothioharnstoff er- 
halten wurde, gelangten wir zum y-Methyl-thiobutyronitril, das zur 
y-Methyl-thiobuttersiure unter geringfiigiger Abinderung der Arbeitsweise von 
Cloves®* verseift wurde. Nach dem Au a‘hern und Destillieren im Vakuum 
wurde die freie y-Methyl-thiobuttersiure als leicht gelbgefiirbte Fliissigkeit von 
intensivem, an Knoblauch erinnernden Geruch erhalten. Sdp.,, 130—133°; 
nur in einem Ansatz wurde 140—147° gefunden. Auf eingesetztes Nitril] bezogen, 
betrugen die Ausbeuten an freier Siiure zwischen 8,5 und 17,7% der Theorie. 
waren also sehr bescheiden. Zur Analyse wurde die freie Saure durch Kochen 
mit Zinkoxyd in das Zinksalz verwandelt 2’, das aus wasseriger Lésung in pracht- 
vollen, farblosen Prismen kristallisiert. Schmp. des aus Methanol umkristalli- 
sierten Zinksalzes nach Kofler 137 bis 138°. Analysen des Zn-Salzes: 

3,916 mg, 0,963 mg ZnO; 4,894 mg, 1,182 mg ZnO. — 3,606 mg, 5,138 mg 
BaSO,; 5,609 mg, 6,84 cem 0,01-n. NaOH **. 
(C,;H,O.S), Zn (331,64). Ber. Zn 19,71, S 19,33 

Gef. Zn 19,72, 19,58, S 19,56, 19,55. 

Nach den Analysenergebnissen ist das Zinksalz als rein anzusprechen. 


Weniger erfolgreich waren die Versuche, das der y-Methyl-thiobuttersaure 
entsprechende Sulfoxyd darzustellen. Wir hielten uns zunachst an die bei der 
Darstellung des Methioninsulfoxyds bewahrte Vorschrift von Ténnies und 
Kolb? (Oxydation in salzsaurer methanolhaltiger Lésung mit Perhydrol bei 
Zimmertemperatur, Fallung des Sulfoxyds mit amylaminhaltigem Aceton). Da 
das zu erwartende Sulfoxyd beim Versetzen mit Aceton-Amylamin sich nicht 
abschied, wurden die Lésungsmittel abdestilliert und die zuriickgebliebene 
2 P. Bruylants, Recueil Trav. chim. Pays-Bas. 28, 240 [1909]. 

S. Gabriel, Ber. dtsch. chem. Ges. 23, 1771 [1890]. 
Schneider u. Kaufmann, Liebigs Ann. Chem. 398, 8 [1912]. 
> F. Arndt, Ber. dtsch. chem. Ges. 54, 2236 [1921]. 
Cloves, Liebigs Ann. Chem. 319, 362 [1910]. 
K. Akobe, diese Z. 244, 14 [1936]. 
S-Bestimmung nach A. Schéber!, Angew. Chem. 50, 334 [1937]. 
G. Ténniesu. J. J. Kolb, J. biolog. Chemistry 128, 399 [1939]. 
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wisserige Flissigkeit nach Ansdéuern ausgedthert. Nach Trocknen und Abdestil- 
lieren des Athers blieb eine gelbliche Fliissigkeit als Riickstand, die in wenig 
Wasser aufgenommen und mit 10-proz. Lauge bis 7; 9 versetzt wurde. Auf 
Zusatz von Aceton fielen zunichst Trépfchen aus, die sich alsbald in strahlen- 
formig angeordnete Nadeln verwandelten. Weder das Natriumsalz noch das 
Zinksalz gaben analytisch einwandfreie Werte, der relativ hohe Aschegehalt 
schwankte von Darstellung zu Darstellung, so da8 wir von einer Wiedergabe 
dieser Daten absehen. 

Fiir die Versuche wurde das Zinksalz der y-Mcthyl-thiobuttersaure 
mit der berechneten Menge Natriumcarbonatlésung umgesetzt und die 
Lésung des Natriumsalzes nach Zentrifugieren von Zinkcarbonat un- 
mittelbar den Ansatzen zugesetzt derart, daB eine 10-?-m. Endkonzen- 
tration der Saure resultierte. Die Ergebnisse der diesbeziiglichen Ver- 
suche zeigt Tabelle 6. 


Tab. 6. Versuche mit y-Methyl-thiobuttersiure (Muskelbrei, Meerschweinchen). 
Abkiirzungen der Tabelle: 
M = d,l-Methionin, |-M = /-Methionin. MThB = 


Vers. Nr. 48, 23. 2.1944 49, 29. 2. 1944 


Kreatinin- 
N eubildung 
mg/g Muskelbrei 
M 0,926 
1-M 1,110 
MThB 0 


y-Methyl-thiobuttersaure. 























Das eindeutig negative Resultat dieser Versuche ist eine Bestatigung 
unserer Annahme, daB die Aminogruppe des Methionins fiir die 
Transmethylierung wesentlich ist und daB in ihr mit aller Wahr- 
scheinlichkeit die Haftstelle fiir die Wirkgruppe (Coferment) der 
Methylpherase zu erblicken ist. 

Die Versuche mit dem der y-Methyl-thiobuttersdiure entsprechenden 
Sulfoxyd sind gleichfalls negativ verlaufen. Da wir im Methioninsulfoxyd 
die unmittelbare Vorstufe der Methyliibertragung erblicken, wiirden sie 
eine weitere Stiitze unserer Ansicht iiber die Bedeutung der freien NH,- 
Gruppe als Haftstelle bedeuten. Die wenig stimmenden Analysen dieser 
Substanz verbieten leider eine Auswertung der Versuche. Begonnene 
Versuche mit a-Oxy-y-methyl-thiobuttersiéure und a-Keto-y-methyl- 
thiobuttersaure sind den Bombenangriffen zvm Opfer gefallen. a-Oxy-y- 
methyl-thiobuttersiure vermag nach Akobe® im Fiitterungsversuch 
Methionin zu ersetzen. Ob sie bei unserer Versuchsanordnung als Me- 
thyliibertrager wirksam ist, scheint uns zweifelhaft. Eher konnte bei 
Versuchen mit der Ketoséure und Lebergewebe ein positives Resultat 
erwartet werden (Umwandlung der Ketosaure in die Aminosaure). 


Zusammenfassung 


1. Bei durch Dialyse unwirksam gewordenen Muskelex- 
trakten kann die Fahigkeit zur Kreatinsynthese aus Gly- 
kocyamin und Methionin durch Zusatz schonend eingeengter 
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AuBenflissigeit wieder hergestelit werden. Nach den Versuchs. 
ergebnissen wird durch die Dialyse nicht das oxydierende Ferment, 
sondern die eigentliche Methylpherase geschadigt, derart, daB 
ihre Wirkgruppe (Coferment) in die AuBenfliissigkeit ttbergeht. 

2. Die Wirkgruppe der Methylpherase diirfte, nach Hem- 
mungsversuchen mit Semicarbazid und Thiosemicarbazid, eine Car- 
bonylgruppe als wesentliche Gruppe enthalten. 

3. Die Kreatinsynthese von Muskelbrei wird durch Arsenit 
in einer Konzentration von 2 10-°-m. vollstandig gehemmt. Fluorid, 
Jodacetat und Natriumazid hemmen in einer Konzentration von 
1 -10°°-m. vollstandig. Pyrophosphat ist in der Konzentration von 
1 - 10°°-m. wirkungslos, bei 2 - 10°°-m. Konzentration wird eine Hem- 
mung bis 30° beobachtet. 

4. Als ,,Haftstelle“ fiir die Wirkgruppe der Pherase kommt 
die freie Aminogruppe des Methionins:bzw. Methioninsulf- 
oxyds in Frage. Benzoylmethionia und die y-Methyl-thiobut- 
tersdure, deren Darstellung kurz beschrieben wird, sind als Methy]- 
iibertrager unwirksam. 


Die Methylierung durch pflanzliche und tierische Gewebe 


7. Mitteilung 


Zum Mechanismus der Methyliibertragung des Cholins 
Von 
H. K. Barrenscheen und Martin Pantlitsehko 
Aus dem Institut fiir physiologisoie Chemie der Universitat Wien 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. August 1948) 


In unseren vorangegangenen Mitteilungen iiber Methylierung !:?:3.4 
haben wir uns vorwiegend mit dem Mechanismus der Ubertragung des 
Methionin-Methyls beschaftigt. Von dem zweiten Methyldonator, dessen 
labile Methylgruppen fiir Transmethylicrungszwecke zur Verfiigung 
stehen, dem Cholin®, haben wir bisher nur feststellen kénnen, daB das 
an ihm angreifende Fermentsystem von dem auf Methionin eingestellten 
Pherasesystem verschieden sein mu. An sich war eine solche Verschie- 
denheit von vornherein anzunehmen, haftet doch die labile Methyl- 
gruppe des Methionins am Schwefel, die des Cholins am Stickstoff. 


1 H. K. Barrenscheen u. Tibor von Valyi- Nagy, diese Z. 277, 97 [1942]. 

? H. K. Barrenscheen u. Johannes Pany, diese Z. 283, 78 [1948]. 

3H. K. Barrenscheen u. Tibor von Valyi- Nagy, diese Z. 283, 9111948). 

‘ H.K. Barrenscheenu. Irmgard Skudrzyk, diese Z. 284 228, 242 [194° ] 

° V. du Vigneaud, J. P. Chandler, A. W. Moyer u. D. M. Koppel, 
J. biol. Chemistry 131, 57 [1939]; V. du Vigneaud, J. P. Chandler, M. Cohn 
u. J. B. Brown, ibid. 134, 787 [1940]. 
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Beiden Methyldonatoren gemeinsam ist, daB sie nur unter aéroben Be- 
dingungen ihre Methylgruppen abgeben?. Fiir die Verschiedenheit der 
beiden Paerasesysteme sprach in erster Linie die Tatsache, daB das auf 
Cholin eingestellte System des Muskels im Gegensatz zu dem auf Methio- 
nin eingestellten strukturgebunden ist, also den Desmoenzymen ange- 
hért2. Weitere Momente, welche fiir eine Verschiedenheit der beiden 

Systeme sprachen, waren das unterschiedliche Verhalten der beiden 
Methyldonatoren bei der Kreatinsnythese durch Muskelbrei? sowie die 
verschiedene Aktivierbarkeit durch Schwermetalle bzw. den Komplex 
Ascorbinsiure — Schwermetall*. Die vorliegende Arbeit soll neben der 
Beibringung weiteren schliissigen Materials zu dieser Frage in erster 
Linie den Mechanismus der Methyliibertragung durch das Cholin zu 
klaren versuchen. Als Test diente die Kreatinsynthese durch das System 
Muskelbrei — Glykocyamin. Versuchsanordnung, Technik und Berech- 
nung decken sich mit den in den vorangegangenen Mitteilungen ausfiihr- 
lich behandelten. 


|. Angriffspunkt und mégliche Zwischenstufen der ersten 
oxydativen Phase 


DaB der alkoholischen Hydroxylgruppe des Cholins als zu- 
nachst einziger reaktionsfahiger Gruppe bei der ersten oxydativen Phase 
§ der Transmethylierung eine ausschlaggebende Rolle zuakommen mu, war 
mit groBer Wahrscheinlichkeit anzunehmen. 

Der Beweis dafiir war leicht zu erbringen: Ausschaltung des 
Hydroxyls durch Versterung muBte eine Methyliibertragung unmég- 
lich machen. Das ist, wie die mit Acetylcholin durchgefiihrten Versuche 
zeigen, tatsachlich der Fall (Tab. 1). 


® Tab. 1. Versuche mit Acetylcholin. Simtliche Versuche der Tabellen sind mit 
Meerschweinchenmuskelbrei durchgefihrt. 

Abkiirzungen: Hier und in den folgenden Tabellen bedeuten: Ch = Cholin, 

ACh = Acetyleholin, B = Betain. Ne = Neurin. TriMeO =: Trimethylaminoxvd. 





Neubildung 2. 4. 1943 27. 3. 1944 8. 6. 1944 


mg/¢ 


| Kreatinin- | Vers. Nr. XVII Vers. Nr. V1 Vers. Nr. Vil 

















Ch 0,358 0,79 1,01 
ACh 0 (— 0,10) 0 





Ist so die alkoholische Hydroxylgruppe fiir die Transmethylierung 
wesentlich, dann war es weiter naheliegend anzunehmen, daB sich an ihr 
auch die ersten Reaktionen abspielen miissen, daB also entweder der 
dem Cholin entsprechende Betainaldehyd oder das Betain selbst 
als Zwischenstufen auftreten. Betainaldehyd und Betain sind seit 
den ersten Untersuchungen von F. und M. Bernheim®, die weiter- 


°F. u. M. Bernheim, Amer. J. Physiology 104, 538 [1933]. 
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hin wiederholt bestaétigt wurden’, als Abbaustufen durch die ,,Cho. 
linoxydase“ zweifellos sichergestellt. Fiir die Rolle des Betains als 
mégliche Zwischenstufe konnten auch die von Best und Mitarbeitern® 
mitgeteilten Ergebnisse herangezogen werden, denen zufolge Betain im 
Fiitterungsversuch ebenso wie Cholin die L2berverfettung verhindert, 
Die Bestschen Versuche sind in der Folge von Kahane® bestatigt 
worden, der allerdings eine Reduktion des Betains in der Leber zum 
Yholin annimmt. Die Kahanesche Annahme ist ziemlich isoliert geblie- 
ben, da eine Reduktion des Carboxyls zur Alkoholgruppe im lebenden 
O-ganismus wenig wahrscheinlich ist. Wir méchten aber in diesem Zu- 
sammenhang auf unseren in der I. Mitteilung wieder gegebenen Befund 
verweisen!, nach dem Glykokoll und Methionin durch pflanzliche Gewebe 
neben einer betrachtlichen Synthese von Betain auch eine gewaltige 
Mehrbildung von Cholin ergeben, die nur durch eine Reduktion der Car. 
boxylgrupp2 des Glykokolls zu erklaren ist. Da die Darstellung des 
Betainaldehyds den Kriegsereignissen zum Opfer fiel, kénnen wir hier 
nur iiber die Versuche mit Betain berichten. Sie sind, wie Tab. 2 zeigt, 
eindeutig negativ ausgefallen. 


Tab. 2. Versuche mit Betain und Neurin 





Kreatinin- Vers. Nr. VII Vers. Nr. VIII 
Neubildung 
mg/g 


Beton 





B 
Ne 


8. 6. 1944 | 12.6. 1944 
| 





1,42 
0 
i) 





Dieses negative Ergebnis weist darauf hin, daB fiir die Schaffung 
der labilen Methylgruppen, in der wir den Zweck der ersten oxydativen 
Phase der Transmethylierung erblicken, ein von der bisher bekannten § 
Cholinoxydase verschiedenes Fermentsystem anzunehmen ist. Betain 
kommt als Zwischenstufe dieser oxydativen Phase jedenfalls nicht 
in Frage. Damit ist aber auch eine in erster Stufe erfolgende Oxydation 
des alkoholischen Hydroxyls unwahrscheinlich geworden. Eher diirfte 
diesem Hydroxyl zunachst die Funktion einer ,,Haftstelle‘‘ zukommen. 


Nun kénnte eine Oxydation des Cholins auch in dem Sinne erfolgen, 
daB unter Entzug der Elemente des Wassers als erste Zwischenstufe das 
ungesattigte Neurin gebildet wird, ein Vorgang, der in einer Reihe 
wohlbekannter biologischer Umsetzungen seine Parallele hatte. Mit einer 
solehen Annahme lieBe sich auch die Rolle der alkoholischen Hydroxyl- 
gruppe als ,,Haftstelle“ in Einklang bringen. Auch fiir einen weiteren 


7 0. A. Trowell, J. Physiology 85, 356 [1935]; F. Bernheim u. D. Web- 
ster, J. biol. Chemistry 119, XI, Proc. [1937]; P. I. G. Mann u. J. H. Quastel, 
Biochem. J. 31, 269 [1937]. d 

* C. H. Best, c. 8. J. Physiology 75, 405 [1932]; 78, 415 [1933]. 

* E. Kahane, Bull. Soc. Chim. biol. 19, 220 [1937]. 
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Abbau des Cholins wiirden sich durch die Doppelbindung giinstige Vor- 
aussetzungen ergeben. Nach den Ergebnissen unserer Versuche scheidet 
aber auch dieser Weg iiber das Neurin aus. Im Syntheseversuch erweist 
es sich als vollkommen wirkungslos (s. Tab. 2). Da Neurin als Zwi- 
schenstufe ebensowenig wie Betain in Frage kommt, mu8 die erste 
oxydative Phase der Transmethylierung offenbar andere Wege gehen, 
die von den bisher bekannten wesentlich abweichen. 


II]. Trimethylaminoxyd als mutmaBliche Endstufe der Oxy- 
dation 


Nach dem Versagen des Betains und Neurins muBten andere még- 
liche Abbaustufen des Cholins in Frage kommen. Wir haben als eine 
solche das Trimethylaminoxyd (TriMeO) in Erwagung gezogen, das 
erstmals durch die Untersuchungen von Suwa? als normaler Bestand- 
teil des frischen Muskels von Seefischen nachgewiesen wurde, dessen 
physiologische B2deutung bis heute allerdings noch ungeklart ist. Es 
schien uns nicht unwahrscheinlich, in ihm die Endstufe der ersten 
aéroben Phase der Transmethylierung zu suchen. TriMeO, das nach den 
Angaben von Dunstan und Goulding™ durch Einwirkung von Was- 
serstoffperoxyd auf Trimethylamin dargestellt und in den Versuchen 
als Hydrochlorid eingesetzt wurde, ergab nun eindeutig positive Ergeb- 
nisse (s. Tab. 3). 


Tab. 3. Versuche mit Trimethylaminoxvd 


Vers. Nr. ] 
5. 2. 1944 





Ver. Nr. Ill 
11. 2. 1944 


Kreatinin- 
Neubildung 
mg/g 

Ch 1,05 0,54 
TriMeO 1.05 1.07 




















Unter aéroben Bedingungen vermag TriMeO Cholin als 
Methyldonator vollkommen zu ersetzen und diirfte, wie das 
Methioninsulfoxyd fiir Methionin, die Endstufe der aéroben Phase 
darstellen. Unter dieser Voraussetzung mute TriMeO ebenso wie Me- 
thioninsulfoxyd auch im anaéroben Versuch wirksam sein. Unsere Ver- 
suche ergaben die Richtigkeit dieser Voraussetzung. Wahrend Cholin 
anaérob vollkommen wirkungslos ist, gibt TriMeO praktisch aérob und 
anaérob die gleichen Werte fiir die Kreatinneubildung (s. Tab. 4). 


Tab. 4. Versuche mit Cholin und Trimethylaminoxyd. Aérobe und anaérobe 
Bedingungen 


Vers. Nr. Ila 
8. 2. 1944 8. 2. 1944 


anaérob aérob anaérob aérob anaérob 
Ch 0 0,83 0 0,58 0 
TriMeO 0,83 0,94 0,86 0,56 0,54 





Vers. Nr. Illa 
11. 2. 1944 


Kreatin- Vers. Nr. Il 


Neubildung 





























10 A, Suwa, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 128, 421 [1909]; 129, 231 [1909]. 
1 Dunstan nu. Goulding, J. chem. Soc. [London] 75, 1005 [1899]. 
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Die auffallende Parallele in der Darstellung des Methioninsulfoxyds 
und des TriMeO — beide werden bereits bei Zimmertemperatur durch 
Wasserstoffperoxyd gebildet — legte es nahe, so wie beim Methionin 
auch hier an einen analogen Fermentmechanismus zu denken. Wir 
haben aus diesem Grunde die Hemmung durch Cyanid untersucht und 
gleichzeitig gepriift, wie sich TriMeO bei Gegenwart von Cyanidicnen 
verhalt. Erwartungsgemi8 hemmt Cyanid die Kreatinsynthese aus 
Cholin und Glykocyamin. Im Vers. Nr. 4 ist KCN in einer Konzentration 
von 5-10-+-m. ganzlich wirkungslos, bei 1 - 10-3-m. betragt die Hemmung 
rund 60%, bei 2 -10-3-m. 75%. Im Vers. 5 ist die Synthese bei 5 - 10-+-m, 
bereits um rund 89°, abgesunken, die h6heren Konzentrationen ergeben 
totale Hemmung. Hier decken sich die Befunde mit denen am Methionin 
erhobenen. Wahrend aber die Kreatinsynthese aus Methioninsulfoxyd 
durch Cyanid gehemmt wird, offenbar durch Blockierung der Wirk- 
gruppe der eigentlichen Methylpherase, ist TriMeO bei Gegenwart von 
Cyanid selbst bei einer 2-10-3m. Konzentration voll wirksam (s. Tab. 5). 


Tab. 5. Versuche mit Cholin und Trimethylaminoxyd bei KCN-Zusatz. 





Kreatur Vers. Nr. iV, zu. 2. 1944 | Vers. Nr. V, 238. 2. 1944 
Neubildung |~ KCN | KUN | KCN | | KCN | KUN | KUN 
mg/g 5 +10-4m.}1 - 10-*m.]2- 10-*m.| 3+ 10-4m.jL + 10-8m,| 2-10-9m. 
Cu | 0,60 U,6uU U,lo U, 50 U,1U 














0,60 0,75 0.75 0,60 0,80 0.88 | 0,88 | 0,80 


TriMeO 














Die Ergebnisse unserer Versuche scheinen uns in mehrtacher Hin- 
sicht bemerkenswert. Fiir unsere engere Fragestellung erbringen sie zu- 
nachst den schliissigen Beweis fiir die von uns angenommene Ver- 
schiedenheit der beiden eigentlichen Pherasesysteme. Die 
auf Methionin eingestellte Pherase ist den Lyoenzymen zuzurech- 
nen, ihre Wirkgruppe ist cyanidempfindlich. Die auf Cholin ein- 
gestellte Pherase ist ein Desmoenzym, das durch Cyanid selbst 
in einer 2.10% m. Konzentration nicht gehemmt wird. Inwie- 
weit die Fermente der ersten oxydativen Phase verschieden oder iden- 
tisch sind, vermégen wir nicht mit Sicherheit zu entscheiden. Wie wir 
in der III. Mitteilung* zeigen konnten, kann Ascorbinsaure bis zu einem 


gewissen Grade auch unter anaéroben Bedingungen eine Transmethylie- | 
rung durch Methionin erméglichen. Das gleiche gilt auch fiir Cholin. | 


Ob.aus dieser Tatsache auf eine Identitat der oxydierenden Fermente 
zu schlieBen ist, méchten wir dahingestellt sein lassen. Wahrend die 


Oxydation des Methionins zum Sulfoxyd durch ein peroxydaseahnliches | 
Ferment ohne weiteres erfolgen kénnte, setzt die Bildung des TriMeO | 
zunachst einen oxydativen Angriff auf den Aethanolrest voraus. Man | 
kénnte nun annehmen, daB zwei verschiedene Fermentsysteme hier am | 
Werke sind: eines, das die Aboxydation des Aethanolrestes bewirkt, ein | 


weiteres — peroxydaseaihnliches —, das von dem eventuell gebildeten 
Trimethylamin zum TriMeO fiihrt, Dieses kénnte mit dem am Methionin 
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angreifenden Ferment identisch sein. Die Aufklirung der Zwischen- 
reaktionen, Reinigung und womdglich Isolierung der Fermente ist Vor- 
aussetzung fiir eine Beantwortung dieser Fragen. 

Uber unsere engere Fragestellung heraus geben unsere Versuche 
aber auch Anla8 zu weiteren SchluBfolgerungen. Wenn unsere Annahme 
zurecht besteht, daB TriMeO als Endstufe der aéroben Phase der Trans- 
methylierung aufzufassen ist, und unsere Ergebnisse sprechen in diesem 
Sinne, dann gewinnt das TriMeO eine ganz andere physiologische Be- 
deutung als man ihm bisher zugebilligt hat. Nach den Untersuchungen 
iiber den Abbau des Cholins! und das Schicksal des verfiitterten Tri- 
methylamins?* hat es den Anschein, als ob TriMeO lediglich auf einem 
Nebenwege aus dem durch bakterielle Einwirkung aus Cholin im Darm 
entstandenen Trimethylamin gebildet wird und ein endgiiltiges Stoff- 
wechselendprodukt darstellt. Nach unseren Ergebnissen erfiillt TriMeO 
im Organismus die Rolle eines Methyldonators und darin diirfte auch 
seine physiologische Bedeutung in der Muskulatur der Seefische zu suchen 
sein. Vergleichend physiologische Untersuchungen miiBten hier zeigen, 
ob nicht bei den Fischen, deren Muskulatur besonders reich an TriMeO 
ist, die Kreatinsynthese bevorzugt Cholin bzw. TriMeO gegeniiber dem 
Methionin als Methyldonator beniitzt. DaB solche Unterschiede in der 
stammesgeschichtlichen Entwicklung vorkommen, dafiir bietet.ja die 
Kreatin-phosphorsaéure bzw. Arginin-phosphorsaure ein Beispiel. Dann 
ist die Entstehung des TriMeO nicht allein auf eine sekundare, vom zu- 
falligen bakteriellen Abbau im Darm abhangende Bildung allein zuriick- 
zufiihren. Neben der Cholinoxydase muB noch ein weiterer physiologischer 
Abbauweg des Cholins bestehen, der zum TriMeO fiihrt. Welchen Weg der 
Organismus hier einschlagt, kénnen wir heute noch nicht beantworten. 
Betain sowohl wie Neurin scheiden nach unseren Versuchsergebnissen 
aus. Nun kénnte der erste Angriff nicht an der alkoholischen Hydroxyl- 
gruppe, sondern an der mit dem Stickstoff verkniipften CH,-Gruppe 
des Aethanolrestes erfolgen, derart, daB eine sekundare Alkoholgruppe 
entsteht, daB also das dem Cholin entsprechende Glykol gebildet wird, 
oder an dieser Stelle eine Carbonylgruppe entsteht. Durch Abspaltung 
von Glykolaldehyd bzw. bei weiterer Oxydation der primaren Alkohol- 
gruppe von Glyoxal bzw. Glyoxylséiure ware eine unmittelbare Ent- 
stehung des TriMeO miglich. All diese Spaltprodukte kénnten entweder 
riicklaufig in die Glykokollsynthese einbezogen oder weiter zur Oxal- 
sdure abgebaut werden. Unsere Versuche der Darstellung des dem Cholin 
entsprechenden Glykols, die vom Neurin ausgingen, sind leider den 
Bombenangriffen zum Opfer gefallen. Die offenbar leichte Bildung von 
TriMeO aus Trimethylamin im Organismus laBt aber auch daran denken, 
daf primar, auf einem unbekannten Wege, Trimethylamin als Abbau- 
stufe des Cholins entsteht, das durch eine Peroxydas sekundar zum 


rr Vgl. dazu die Arbeiten von Hans Miiller, diese Z. 263, 243 [1940]; 266, 
205 [1940]; ferner D. Ackermann u. W. Wasmuth, diese Z. 281, 199 [1944]. 
18 W. Lintzel, Biochem. Z. 273, 243 [1934]. 
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TriMeO oxydiert wird. Wir haben es leider unterlassen, diese Méglichkeit 
experimentell zu priifen. Jedenfalls aber berechtigen uns unsere Ergeb- 
nisse zu der Annahme, daB neben dem Abbau durch die Cholinoxydase 
noch ein zweiter physiologischer Weg existieren muB, der, sei es direkt 
oder sei es indirekt, iiber Trimethylamin zum TriMeO fiihrt. 


Zusammenfassung 


1. Fiir die Ubertragung der Methylgruppen des Cholins 
ist die alkoholische Hydroxylgruppe wesentlich. Veresterung 
derselben hebt die Fahigkeit zur Transmethylierung auf. 


2. Betain und Neurin sind im Transmethylierungsversuch 
unwirksam. Als Zwischenstufen des oxydativen Angriffs auf das 
Cholin kommen sie nicht in Frage. 


3. Trimethylaminoxyd ist aérob dem Cholin gleich wertig, 
im anaéroben Versuch ist es ebenso wirksam wie Cholin 
unter aéroben Bedingungen. Trimethylaminoxyd ist aller 
Wahrscheinlichkeit nach die Endstufe des oxydativen An- 
griffs auf das Cholin, an der der eigentliche ProzeB der Methyl- 
iibertragung angreift. Damit spielt Trimethylaminoxyd fiir die Trens- 
methylierung von Cholin die gleiche Rolle wie Methioninsulfoxyd fiir 
die Methyliibertragung vom Methionin. 


4. Cyanid hemmt die Methyliibertragung vom Cholin in 
denselb2n Konzentrationen wie die Transmethylierung des Methionins. 


5. Im Gegensatz zum Methioninsulfoxyd, das bei Gegenwart von 
Cyanid vollkommen wirkungslos ist, wird die Methylibertragung 
vom Trimethylaminoxyd durch Cyanid selbst in einer Konzen- 
tration von 2 10°°-m. nicht beeinflu&t. In diesem Ergebnis wird der 
schliissige Beweis fiir die Verschiedenheit der beiden Pherasesysteme 
erblickt. Die am Methionin angreifende Pherase ist ein Lyoen- 
zym und cyanidempfindlich, die Cholinpherase ist ein 
cyanidunempfindliches Desmoenzym. 

6. Neben dem bisher sichergestellten Abbau des Cholins 
durch die Cholinoxydase, der iiber Betainaldehyd zum Betain 
fiihrt, muB noch ein zweiter physiologischer Weg existieren, 
an dessen Ende das Trimethylaminoxyd steht. Betain und 
Neurin scheiden als Zwischenstufen dieses Weges aus. 
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Zur Mehodik der Bilirubinbestimmung im Harn 
2. Mitteilung 


Vergleich der Methode von Jendrassik und Gréf mit der Methode 
von Goodson und Sheard 


Von 
M. Halasz 


Aus der Medizinischen Universitatsklinik Pées (Ungarn). Vorstand: Prof. J. v. A ngyan 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Dezember 1948) 


Zur Ausschaltung der stérenden Farbstoffe bzw. Farbreaktionen 
bei der Bestimmung des Harnbilirubins wird das Bilirubin bei den 
meisten Verfahren zuerst isoliert, so auch bei den Verfahren, welche die 
Ehrlichsche Diazoreaktion anwenden. In der I. Mitteilung! haben wir tiber 
mit der Methode von Jendrassik und Gréf*? gewonnene Erfahrungen 
berichtet, welche das Bilirubin nach dessen Adsorption als Diazofarbstoff 
photometrisch bestimmt. Nach unseren Beobachtungen kann diese Me- 
thode mit Bilirubinverlust einhergehen, und wir haben gezeigt, daB das 
Resultat durch die zur Bestimmung verwendete Harnmenge in vielen 
Fallen betrachtlich beeinflu8t wird. Deshalb ist die neuere, auBerordent- 
lich einfache photometrische Methode von Goodson und Sheard?, 
die die Diazotierung ohne Isolierung im Harne unmittelbar vornimmt 
und dadurch Bilirubinverluste ausschlieBt, einer besonderen Beachtung 
wert. Die Autoren behaupten, da8 bei ihrer Methode unter den gegebenen 
Bedingungen Stérungen durch andere Farbreaktionen vermieden werden. 
In dieser Mitteilung méchten wir die beiden Methoden vergleichen, des 
weiteren versuchen wir die Frage zu kliren, ob die Methode von Good- 
son und Sheard den Fehler der nicht durch Bilirubin verursachten 
Farbreaktionen in der Tat auszuschalten imstande ist. 

Der Gang der Methode von Jendrassik und Groéf wurde in der I. Mit- 
teilung kurz beschrieben. Goodson und Sheard gehen folgendermaBen vor: 
Zu 2 ccm frischem, zentrifugiertem Harn werden 2 ccm einer Mischung gleicher 
Teile von 25-proz. Coffein-Natriumbenzoatlésung und von Sérensenschem 
Phosphat-Puffer (py 6,6) zugesetzt; nach 10 Min. wird 1 ccm verdiinnte Diazo- 
mischung hinzugegeben. Nach 10—15 Min. wird mit dest. Wasser auf 10 ccm 
aufgefiillt und im elektrischen Photometer mit einem Filter von maximaler 
Durchlissigkeit bei 530—550 mu abgelesen. Die Leerprobe enthalt anstatt 
Diazomischung 1 ccm verd. HCl. Die Eichung des ,,Photelometers“ fiir Bilirubin 
erfolgt mit Standardlésungen aus in Chloroform geléstem, dann mit wenig 
Alkohol versetztem und diazotiertem Bili ubin. 

Das Verfahren wurde nach der Vorschrift der Verff. angewandt, die 
Ablesung erfolgte jedoch im Pulfrich-ZeiBschen Photometer, wobei 
aus einem spater ersichtlichen Grunde neben dem Filter S 53 auch das 
Filter § 43 benutzt wurde. Die Bilirubinbestimmung mit der Methode 


1M. Halasz u. T. Engl, diese Z. 283, [1949]. 
2 LL. Jendrassik u. P. Grof, Biochem. Z. 296, 71 [1938]. 
> W. H. Goodson u. Ch. Sheard, J. Lab. clin. Med. 26, 423 [1940], 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, 284 17 





M. Halasz 


Bd. 284 (1949) 





Methode von 








Jendrassik-Grof 


| Goodson-Sheard 





E* 


Bi. mg% 
(3,46. E 5?) 


| Bi. mg% 


) BY ) 4 i 
E B 5,60. B53) 


Vifferenz 
der 
Resultate 


Dureh- 

schnitt- 
liche 

Differenz | 








U,009 
0,015 


0,023 
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0,039 
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0,274 
_ 0,317 
0,362 
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0,608 
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0,749 
0,804 
0,877 
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1,257 
1,299 
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1,600 





1,636 
1,852 
2,770 
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3,546 
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1 
9 
8 
3,03 
3,90 
3,94 
4,35 
1,49 
4,97 
5,54 
5,66 
6,41 
9,58 
10,65 
11,27 
12,27 


1,4 
2,1 
2,1 
2,5 
2,7 





0,050 0,283 
0,086 0,569 
0,197 1,370 
0,200 0,891 
0,223 1,262 
0,236 1,350 


0,078 0,458 
0,198 1,036 
0,174 0,243 
0,234 1,485 
0,268 1,2i1 
0,237 1,326 
0,332 1,435 
0,406 1,614 
0,529 1,188 
0,576 0,882 
0,625 0,786 
0,491 0,769 
0,507 0,233 
0,796 0,922 
0,739 1,752 
0,610 U,864 
0,795 1,035 
0,795 0,102 


0,975 2,038 
0,899 1,166 
1,156 1,372 
1,127 0,647 
1,256 0,938 
1,374 0,217 


1,343 0,277 
1,634 — 0,012 
2,094 0,616 
1,977 — 0,593 
2,320 = 0,646 


2,560 | — 1,060 























Tab. 1. Vergleich der Resultate beider Methoden 


von Jendrassik und Gréf wurde immer mit verschiedenen Harn- 
mengen (jede mit Parallelbestimmungen) ausgefiihrt, und von den so 
erhaltenen Werten wurden immer die héchsten als giiltig betrachtet 
(vgl. 1). Tab. 1 bringt die Resultate von 36 Bestimmungen nach beiden 
Methoden. Als Mittelwert von 6 Bestimmungen mit nach Jendrassik 
und Cleghorn‘ hergestellten Standardlésungen eines tiber P.O; ge- 


‘L. Jendrassik u. R. A. Cleghorn, Biochem. Z. 289, 1, 438 [1937]. 
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trockneten Bilirubinpulvers ,,Hoffmann-La Roche‘ * ergab sich bei 
der Goodson-Sheardschen Methode 6,44 als Faktor fiir E,°*. Die mit 
diesem Faktor im Harn errechneten Werte sind immer hoher als die 
Werte nach Jendrassik und Gréof, und zwar weist die durchsehnitt- 
liche Differenz, von der niedrigen Konzentration ausgehend, zu Beginn 
eine steile, spaiter sanfter ansteigende Zunahme auf. 

Von der Voraussetzung ausgehend, daB die nicht durch Bilirubin 
bedingten Farbreaktionen fiir die héheren Werte der Goodson- 
Sheardschen Methode verantwortlich sind, haben wir nach dem Fak- 
tor gesucht, bei welchem diese Differenz durchschnittlich gleichmabig 
ist. Wahlt man als Faktor 5,60, so gehen die Werte beider Methoden 
von einer Bilirubinkonzentration von 0.25mg% (nach Jendrassik 
und Grof) aufwarts parallel. Ware der Bilirubinverlust bei der Methode 
von Jendrassik und Gr6f ausgeschlossen, so hatte man daraus 
schlieBen kénnen, daB die durchschnittlich gleichmaBig héheren Werte 
der Methode von Goodson und Sheard in der oben angefiihrten 
Voraussetzung ihre Erklarung finden, doch mit der Bemerkung, daB die 
ersten Abschnitte der Kurve dieser Annahme nicht entsprechen. 

Ein anderer Grund, der diese Erklarung nicht zulaBt, ist, daB die 
Farbintensitét der gelben und braunen Diazoreaktion, wie die Extink- 
tionen mit Filter S 43 zeigen, selbst innerhalb eines engeren Bilirubin- 
konzentrationsbereiches keine Beziehung zu den erwahnten Differenzen 
aufweisen. Einander fernliegende Konzentrationsbereiche kénnen selbst- 
verstandlich nicht verglichen werden, da bei héherem Bilirubingehalt 
die fehlende Eigenfarbe des Bilirubins in der Vollprobe und die An- 
wesenheit derselben in der Leerprobe einen ausschlaggebenden EKinfluB 
auf die Extinktion im Violettlicht ausiiben. (Daher die Extinktionen 
mit negativem Vorzeichen bei hoher Bilirubinkonzentration.) Naheres 
iiber die Bedeutung der braunen und gelben Diazoreaktion fiir die 
Bilirubinbestimmung siehe bei Jendrassik und Cleghorn’, bei 
Jendrassik und Rébay-Szab6° sowie Jendrassik und Gr6of?. 
Erstere haben nachgewiesen, daB diese Reaktion bei Verwendung ihres 
Coffeingemisches wegen des Einflusses auf die Ablesung im Violettlicht 
— wenigstens in manchen Fallen — nicht vernachlassigt werden kann. 
[hre Methode zur Serumbilirubinbestimmung ist nach den Verff. ohne 
weitere MaBnahmen fiir Harn nicht anwendbar, weil dort das Verhaltnis 
der Extinktionen der Braunfirbung mit Filter S 43 und 53 in weiten 
Grenzen veranderlich ist. Es ware also zu priifen, ob dieser Fehler bei der 
Methode von Goodson und Sheard wirklich ausgeschaltet wird und ob 
derselbe bei den héheren Werten dieser Methode eine Rolle spielen kann. 

Goodson und Sheard teilen Absorptionskurven der Durchlassig- 
keit (vgl. Heilmeyer)® spektrophotometrischer Messungen von ver- 


* Das Priparat wurde uns von der Firma ,,Ciba", Basel liebenswiirdiger- 
weise zur Verfiigung gestellt, wofiir wir auch an dieser Stelle bestens danken. 
° L. Jendrassik u. M. Rébay-Szab6, Biochem. Z. 294, 293 [1937]. 

* L. Heilmeyer, Medizinische Spektrophotometrie, Jena 1933, S. LO—14. 
17° 
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schiedenen Bilirubinlésungen sowie von normalem und ikterischem Harne 
mit, um zu zeigen, daB bei ihrer Methode der stérende EinfluB der Diazo- 
reaktion anderer Harnbestandteile vermieden wird. Sie heben hervor, 
daB die Kurven von Bilirubinlésungen und von Bilirubin enthalten- 
den Harnen mit dieser Methode denselben allgemeinen Charakter und 
dieselbe maximale Absorptionszone in der Wellenlange 520—540 mu 
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Abb. 1. Absorptionskurven nach Goodson 
und Sheard behandelter Harne gegen Leer- 
proben ohne Diazogemisch. a und b Harne 
nichtikterischer Patienten. c, u. d, ikterisclie 
Harne, c, u. d, dieselben nach Bilirubinent- 
fernung; im letzteren war die Entfernung 

keine vollstindige. 


aufweisen, und messen der 
zunehmenden Absorption im 
Kurzwellengebiet im Normal- 
harn nach Diazotierung keine 
Bedeutung zu. Es ]aBt sich je- 
doch schon aus der Kurve 
von Goodson und Sheard 
(Abb. 5%) ersehen, daB der dia- 
zotierteNormalharn gegen Nor- 
malharn als Leerprobe selbst 
bei der in der angewandten 
Wellenlange eine Absorption 
verursacht, welche nicht ver- 
nachlassigt werden kann. Die 
Frage, ob Normalharne Spu- 
ren von Bilirubin enthalten 
kénnen oder nicht, sei dahin- 
gestellt; es scheint allerdings 
schon aus der _ erwahnten 
Durchlassigkeitskurve, welche 
zur Veranschaulichung quan- 
titativer Verhaltnisse wenig 
geeignet ist, héchst unwahr- 
scheinlich, daB diese Absorp- 
tion durch Spuren von Biliru- 
bin bedingt ist. 

Wir haben also Harne nicht- 
ikterischer Patienten sowie bi- 
iirubinhaltige Harne vor und 
nach Entfernung des Biliru- 
bins nach der Methode von 
Goodson und Sheard unter- 


sucht. Die Entfernung des Bilirubins erfolgte nach Bouma’, wobei dem 
Harn CaC],-Lésung und bis zur Neutralisierung verdiinntes Ammoniak 
zugefiigt wird. Die im Filtrat beim Zusatz der Coffein-Phosphatpuffer- 
mischung auftretende Triibung wurde mit einigen Tropfen verd. Salz- 
siiure zum Verschwinden gebracht, wodurch gleich die urspriingliche 
Harnreaktion annahernd wiederhergestellt wurde. 


7 J. Bouma, Dtsch. med. Wschr. 1902 II, 866. 
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Abb. 1 zeigt Absorptionskurven der Extinktion, welche mit 8 ver- 
schiedenen Filtern des Photometers aufgenommen wurden. Von der 
Darstellung typischer Farbkurven (vgl. Heilmeyer®) muBte wegen der 
in manchen Fallen (ikterische Harne vor Bilirubinentfernung) negativen 
Extinktionen im Kurzwellengebiet Abstand genommen werden. Sowohl 
die Kurven nichtikterischer und vom Bilirubin befreiter Harne wie auch 
die Falle 1-4 der Tabelle zeigen, daB diese nach der Goodson-Sheard- 
schen Methode bei Filter § 53 Extinktionen aufweisen, welche einer 
Bilirubinkonzentration von 0,3—1,2 mg% (= 5,60 - E>) entsprechen 
wiirden. Es ist kaum einer Beweisfiihrung bediirftig, daB solche Bili- 
rubinkonzentrationen in Harnen nichtikterischer Personen nicht vor- 
kommen. Solche Werte sind selbst in ikterischen Harnen nicht zu ver- 
nachlassigen: in unserem Material von 91 Fallen mit 200 Harnportionen 
kommen Werte im Harn (nach Jendrassik und Gr6f bestimmt) iiber 
10mg% nur bei einer Serumbilirubinkonzentration iiber 20 mg% vor, 
und selbst bei 40 mg% tibersteigenden Serumkonzentrationen sind (ohne 
Diuresesteigerung) Harnwerte von 4,1—9,6mg% zu finden. Somit 
scheint uns der Beweis erbracht zu sein, da der Fehler, welcher durch 
die Diazoreaktion von anderen Harnbestandteilen neben dem Bilirubin 
bedingt ist, bei der Methode von Goodson und Sheard nicht vernach- 
lassigt werden kann. 


Zusammenfassung 


Die Methode von Goodson und Sheard ergibt bei Anwendung 
cines mit Standardlésungen ermittelten Faktors (6,44) héhere Werte 
als die Methode von Jendrassik und Gréf. Es ]aBt sich ein Faktor 
waihlen (5,60), welcher noch immer héhere Werte liefert, doch ist bei 
diesem die durchschnittliche Differenz der Werte beider Methoden ober- 
halb einer Bilirubinkonzentration von 0,25mg% eine gleichmaBige. 
Dies 1aBt jedoch die Folgerung, daB die Goodson-Sheardsche Be- 
stimmung nicht durch Bilirubin bedingte Farbreaktionen auch mit- 
erfaBt, noch nicht zu, da bei der Jendrassik-Gr6éfschen Methode 
Bilirubinverluste méglich sind. 

Absorptionskurven nichtikterischer und vom Bilirubin befreiter 
ikterischer Harne zeigen, daB sich bei der Methode von Goodson und 
Sheard Absorptionen in der angewandten Wellenlange ergeben, welche 
Bilirubinkonzentrationen entsprechen, die nicht durch Spuren von Bili- 
~abin nichtikterischer Harne bedingt sein kénnen. 
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Uber prodigiosinahnliche Farbstoffe bei Actinomyceten * 
Von 
E. Dietzel 
Aus der Biochemischen Abteilung des Organisch-Chemischen Institutes 
der Universitat Géttingen 
(Der Sehriftleitung zugegangen am 30. Marz 1949) 


Brockmann und Pini! haben bei der Beschreibung der Rein. 
darstellung des Actinorhodins aus dem Mycel eines blauroten Actino- 
mycetenstammes (Stamm 1) das Vorkommen weiterer roter Farbstoffe 
erwahnt. Einer von ihnen ist dadurch gekennzeichnet, daB er bei alka- 
lischer Reaktion gelb und bei saurer rot ist. Er laBt sich weder mit Lauge 
noch mit Saure aus dem organischen Lésungsmittel herausschiitteln. 
Die Reindarstellung und der Versuch der Konstitutionsaufklarung dieses 
Farbstoffes war Zweck und Ziel der vorliegendén Arbeit. 

Die Abtrennung vom Actinorhodin und ahnlichen alkaliléslichen 
Farbstoffen gelang leicht. Schiittelte man namlich die butanolischen 
Extrakte des getrockneten Mycels mit verdiinnter Lauge, so blieb der 
gelbe Farbstoff in Butanol zuriick, wihrend die Lauge durch die anderen 
Farbstoffe tiefblau gefirbt wurde. Nach Abdestillieren des Butanols im 
Vakuum wurde der Riickstand in Benzol gelést, und an Al,O, (standard. 
n. Brockmann) chromatographiert. Im oberen Teil der Saule blieben 
blau gefarbte Substanzen hangen, es folgte eine braune Zone und darauf 
eine leuchtend rote Zone, die die Hauptmenge des Farbstoffs enthielt. 
Im Vorlauf fanden sich weitere rote Substanzen und farblose fettige 
Ole, deren Fettséuren nach einer alkalischen Verseifung und Saure- 
zusatz kristallin erstarrten. Aus der hochroten Zone lieB sich der Farb- 
stoff mit Methanol gut eluieren. Die Farbe der methanolischen Lésung 
war gelb. Schon die Kohlensaure der Luft farbte diese Lésungen, wenn 
man sie z. B. von Filtrierpapier aufsaugen lieB, wieder rot. Der Farbstoff 
muBte also eine verhaltnismaBig starke Base sein, da mit der schwachen 
Kohlensaure bereits Salzbildung eintrat. Mit anderen Sauren farbte sich 
die Lésung noch kraftiger rot. Diese roten Lésungen konnten durch 
Schiitteln mit Natriumbicarbonat-Lésung wieder gelb gefairbt werden. 
Ein Farbstoff, der etwa die gleichen Farberscheinungen bei gleicher Be- 
handlung zeigt, ist das Neutralrot. Dieser Indikatorfarbstoff ist ein 
Phenazinderivat und schlagt im p,,-Gebiet von 6,8—8 von rot nach 
gelb um. Nach den in der Literatur angegebenen Eigenschaften fiir 
Pyocyanin? und ahnliche Substanzen* konnte es sich bei dem roten 


* Nach einem am 22.1.49 vor der Géttinger Chemischen Gesellschaft 
gehaltenen Vortrag. 

! H. Brockmann u. H. Pini, Naturwiss. 34, 190 [1947]. 

2 F. Wrede u. E. Strack, diese Z. 181, 58 [1929]. 

3 F. Kéglu. I. I. Postowski, Liebigs Ann. Chem. 480, 280[1930]; F. Kégl 
u. B, Ténnis, Liebigs Ann. Chem. 497, 265 [1932]; G. R. Clemo u. H. Me 
Ilwain, J. chem. Soc. [London] 1938, 479. 
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Farbstoff nicht um ein Phenazinderivat handeln. Auch das Neutzalrot 
selbst unterschied sich durch die Wasserléslichkeit seiner Salze von dem 
unbekannten roten Farbstoff. 

In der Hoffnung, eine bessere Reinigung der Farbstofflésungen zu 
erzielen, wurde mehrmals chromatographiert. Selbst die besten Farbstoff- 
priparate blieben élig und kristallisierten nicht. Die begleitenden Ole 
konnten schlieBlich durch eine energische alkalische Verseifung abgetrennt 
werden und der erneut chromatographierte Farbstoff erstarrte nach Ab- 
destillieren des Lésungsmittels zu einer festen lackartigen Substanz. 

Die angesauerte alkoholische Lésung dieses Riickstandes zeigte einc 
starke Absorptionsbande bei ungefahr 530 my und eine schwache Bande 
bei ungefahr 500 my. Die genaue Untersuchung der Lésungen im Spektral- 
photometer von Kénig-Martens ergab eine sehr hohe und steile Absorp- 
tionsbande bei 532 my. Bei erneutem Vergleich aller von Mikroorganis- 
men gebildeten Farbstoffe mit der unbekannten Substanz fiel uns der 
Farbstoff des Bacterium prodigizsum, das Prodigiosin auf. Dieser von 
Wrede und Mitarbeitern* untersuchte und in seiner Konstitution auf- 
geklirte Farbstoff muBte nach den Angaben der Literatur sehr ahnliche 
chemische und physikalische Eigenschaften haben. Das Prodigiosin ist 
ein Tripyrrylmethenderivat und hat nach Messungen von Ehrisman und 
Nocthling? in saurer Lésung ein steiles und hohes Absorptionsmaximum 
bei 550 my und zwei kleinere Maxima bei 380 und 290 mu. 


H3C-H,C-H,C-H,C-H,C: ¢ 73 HG-=COCH, 


Prodigiosin nach Wrede. C.,H,,ON, 


Zur Klarung dcr Differenz in der Lage der Absorptionsmaxima der 
beiden Farbstoffe wurde eine Kultur von Bacterium prodigicsum nach 
Wredes Vorschrift angesetzt, und das kristallisierte Perchlorat gemes- 
sen. Der Vergleich der Absorptionsspektren beider Farbstoffperchlorate 
im Gebiet von 240 —600 muy zeigte ihre weitgehende Ahnlichkeit (Abb. 1). 
Auf die Differenz zwischen der Messung von Ehrisman und unserer 
eigenen Messung soll spaéter eingegangen werden. 

Die chemischen Eigenschaften des dargestellten Prodigiosins und 
unseres Farbstoffes waren die gleichen. Beide Lésungen gaben u. a. bei 
Zusatz von Zinkchlorid in Athanol die gleiche starke Fluoreszenz im 
UV-Licht. Da das Material fiir eine Elementaranalyse nicht ausreichte, 
war die Identitat der Farbstoffe nicht exakt beweisbar. 

4 F.Wredeu. O. Hettche, Ber. dtsch. chem. Ges. 62, 2678[1929]; F.Wrede, 


diese Z. 210, 125 [1932]; F. Wredeu. A. Rothhaas, diese Z. 226, 95[1934]. 
° QO. Ehrisman u. W. Noethling, Biochem. Z. 284, 381 [1936]. 
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Abb. 1. Absorptionsspektren: 
———— Farbstoffperchlorat (Stamm 1). 
—  Prodigiosinperchlorat 
(alle Messungen im Athano! unter Zusatz von etwas Perchlorsaure). 
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Bei der Isolierung weiterer Actinomyceten aus verschiedenen Boden- 
proben traten zwei mennigerot gefarbte Stamme (St. 348 und St. 418) ° 
auf, die wegen ihrer starken Pigmentierung unser besonderes Interesse 
erweckten. Schon die Vorversuche zeigten, daB es sich hierbei gleichfalls 
um prodigiosinahnliche Farbstoffe in diesmal allerdings wesentlich gr6Be- 
rer Menge handelte. Actinorhodin und ahnliche Farbstoffe bildeten diese 
Staémme nicht. Wahrend die Versuche am Stamm 1 nur Lésungen mit 
wenigen mg Farbstoffgehalt ergeben hatten, lieferte die gleiche Auf- 
arbeitungsmethode des Mycels der beiden neuen Stémme kristallisierte 
Perchlorate in erheblich gréBerer Menge. Aus ungefahr 20 g des getrock- 
neten Mycels vom Stamm 418 erhielten wir rund 200 mg eines Farbstoff- 
perchlorates, das nach dem Umkristallisieren bei 224° schmolz. Pro- 
digiosinperchlorat schmilzt nach Wredes Angaben bei 228°. Das Per- 
chlorat aus dem Stamm 348 schmolz bei 211°. Die Fluoreszenz im UV- 
Licht bei Zinkchloridzusatz trat auch bei diesen Farbstoffen auf. Das 
Spektrum der Perchlorate 418 und 348, verglichen mit dem Prodigiosin- 


z 


6 Auch die Isolierung dieser Stémme erfolgte durch O, v. Plotho, vgl. 
Naturwiss. 34, 190 [1947]. 
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perchlorat-Spektrum, zeigt Abb. 2. Die Léslichkeit der Farbstoffper- 
chlorate 418 und 348 in Athanol war geringer als die des Prodigiosin- 
perchlorates. 
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Abb 2. Absorptionspektren: 
——-—-—— Prodigiosinperchlorat 
—-——w— Farbstoffperchlorat (Stamm 418) 
—.—.—.—  Farbstoffperchlorat (Stamm 348) 


Die Elementaranalyse ergab Werte, die nur aut die Summenforme! 
C,;H3,0;N,Cl paBten. Prodigiosinperchlorat hat aber die Summen- 
formel C.9H,,0;N,Cl, also 5 CH,-Gruppen weniger. Demnach scheint 
der Farbstoff des Stammes 418 nicht Prodigiosin, sondern cin héheres 
Homologes davon zu sein. Mit welchem Ring die aliphatische Seiten- 
kette verkniipft ist, la8t sich vermutlich nur mit gréBeren Substanz- 
mengen durch Abbauversuche klaren. 

Um sicher zu gehen, daB die Lage des Absorptionsmaximums richtig 
bestimmt wurde, kontrollierten wir unsere Messung des Prodigiosins 
durch eine photographische Aufnahme des Absorptionsspektrums mit 
dem Quarzspektrographen fiir Chemiker (ZciB)?. Auch hier lag das 
Maximum sicher nicht langwelliger als 540 my, und nicht wie bei dem 
von Ehrisman gemessenen Wredeschen Praparate bei 550 mu. Da die 
Differenz sicher auBerhalb der Versuchsfehler ist, liegt der Grund fiir 
diese Erscheinung vielleicht in der Verwendung verschiedener Stimme 
des Bacterium prodigiosum. 

Bei der vergleichenden Aufarbeitung der Kulturen erwies sich die 
chromatographische der Wredeschen Methode iiberlegen. Es lieB sich z. B. 


? Fir die Ausfiihrung der Messung danke ich Hrn. Dr. Welte. 
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im Vorlauf des Chromatogramms stcts ein roter Begleitfarbstoff abtren- 
nen, der nicht wie Prodigiosin mit Lauge eine Gelbfarbung ergab, son- 
dern auch bei alkalischer Reaktion rot blieb. Das Spektrum dieses Stoffes 
aihnelt sehr dem des Prodigiosins, ist aber im UV-Teil deutlich davon 
verschieden. Uber die Konstitution dieses Stoffes ist nichts bekannt, er 
ist basisch und gibt ein kristallisiertes Hydrochlorid und Perchlorat. 
Es ist seit langem bekannt, und man hat in den letzten Jahren viel 
Gebrauch davon gemacht®, daB die Ausbeute an bestimmten Stoff- 
wechselprodukten gesteigert werden kann, wenn den Mikroorganismen 
die Bausteine fiir das gewiinschte Produkt in gréBerer Menge angeboten 
werden. Es schien uns interessant, den entsprechenden Versuch mit dem 
Actinorhodin und prodigiosinahnliche Farbstoffe bildenden Stamm 1 
zu machen, Fiir diese Versuche muBten zunichst die Verhaltnisse bei 
Verwendung der tiblichen Kulturlésung geklart werden. Diese Lésung 
enthiclt neben Glykokoll und Glycerin anorganische Salze und einen 
Weizenkleie-Extrakt®. Nach Angaben von Pini erreicht das Mycel- 
gewicht am 9. Tage seinen héchsten Wert ; die pro Ansatz entstandenen 
ing Actinorhodin sind an der rechten Ordinate der Abb. 3abzulesen. Die 
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Abb. 3. Farbstoffbildung von Stamm 1 in der iiblichen Kulturlésung. 
Actinorhodin, 
Prodigiosinahntiche Farbstofie 
(2 verschiedene Ansatze) 


maximale Actinorhodinausbeute wird etwa am 30. Tag erreicht. Der 
prodigiosinahnliche Farbstoff wurde dagegen in wesentlich geringerer 
Menge gebildet. Deutlicher als beim Actinorhodin erfolgte nach dem 


8 KE. Liester Smith u. A. E. Bide, Biochemical J. 42, Proc. Roy. Soc. 
{London] XVII [1948]; H. R. V. Arnstein, I. R. Catch u. A. H. Cook, Bio- 
chemical J. 42, Proc. Roy. See. [London] XVIII [1948]. 

* Diss. H. Pini, Gottingen 1948. 
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9,—10. Tag ein Abbau des Farbstoffes, der zwischen dem 16. und 18. Tag 
seine groBten Ausmafe erreichte. Danach wurde erneut Farbstoff ge- 
pildet. Fiir dieses Ansteigen der Farbstoffmenge fehlt bis jetzt noch eine 
Erklarung. Der Effekt trat jedesmal mit groBer Deutlichkeit auf. Be- 
merkenswert ist ferner die Tatsache, da8 der prodigiosinihnliche Farb- 
stoff bereits im Stadium des Baustoffwechsels gebildet wird. Ahnliche 
Falle sind bereits in der Literatur beschrieben, so erfolgt z. B. die Bil- 
dung des Antibioticums Streptolin!® aus einem Actinomycetenstamm 
ebenfalls im Stadium des Baustoffwechsels. 

Als Zusatz zur Verbesserung der Ausbeute an rotem Farbstoff 
wurde ein prolinreiches Substrat, némlich Gelatinehydrolysat nach 
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Tab. 1. Bildung prodigiosinihnlicher Farbstoffe durch Stamm 1 
(Ansatz mit Gelatinehydrolysat). 


Die Zahlen bedeuten mg Farbstoff in 50 ccm Kulturlésung. 


1 R. U. Rivett u. W. H. Peterson, J. Amer. chem. Soc. 69, 3006 1947]. 
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Kapfhammer und Eck" gewahit, da kein reines Prolin zur Verfiigung 
stand. Die gebildeten Farbstoffmengen lagen bei den ersten Versuchen 
in der Tat sehr viel héher (Tab. 1), bei spiteren Versuchsreihen ergaben 
sich sehr schwankende und durchweg geringere Werte. Wir vermuten, 
daB fir den Stamm die Nahrlésung nicht optimal und nicht gleich- 
maBig genug in bezug auf den Grad der Gelatinehydrolyse war. Das 
makioskopische Bild der Kulturen war gegeniiber.dem Normalansatz 
cin véllig anderes. Der Stamm bildete ein untergetaucht wachsendes, 
rotes und faseriges Mycel ohne jede Luftsporenbildung. AuBerdem unter- 
blieb unter diesen Bedingungen die Bildung von Actinorhodin ganz. 

Die Fahigkeit einzelner Actinomycetenstimme, stickstoffhaltige 
neben stickstoffreien Farbstoffen zu bilden, ist auch morphologisch inter- 
essant. Wir haben neben dem Stamm | eine ganze Reihe anderer blau 
gefarbter Actinomyceten auf diese Fahigkeit hin untersucht. Es stellte 
sich heraus, daB von 7 blau gefarbten Stémmen nur 3 die Eigenschaft 
hatten, beide Farbstoffarten zu bilden. 

Bei Neuisolierung aus Bodenproben fielen uns im Laufe der Zeit 
etwa 7—8 mennigerote Stéimme in die Hande, die alle prodigiosin- 
ahnliche. Farbstoffe bildeten. Es scheint sich entgegen unseren friiheren 
Annahmen dgurchaus nicht um in der Géttinger Umgebung seltene For- 
men zu handeln. 

Die Wahrscheinlichkeit, daB auch friihere Bearbeiter solche roten 
Stémme untersucht haben, ist groB. Beschreibt doch Lieske!* einen 
Actinomyceten, der nach seinen eigenen Worten ,,leuchtender als Bac- 
terium prodizisxksum-Kulturen“ ausgesehen hat. Wabrend Lieske nichts 
iiber die chemische Natur der roten Farbstoffe aussagt, findet man bei 
A. E. KriB"3 etwas genauere Angaben. Wir haben, um die von Krif8 
angegebenen Absorptionsbanden mit den Banden unserer roten Farb- 
stoffe vergleichen zu kénnen, seine Versuche nachgearbeitet. Die von 
ihm gewahlte Methode der Extraktion des Mycels mit 90-proz. Alkohol 
und Ausschiitteln des Extraktes mit Petrolither wird meist bei der 
Untersuchung von Carotinoiden angewendet. KriB kommt dann auch 
zu dem Ergebnis, daB die Farbstoffe der roten und orangefarbenen 
Actinomyceten chemisch mit den Carotinoiden verwandt sein miissen. 
Er nennt diese petrolatherléslichen Farbstoffe Lipoactinochrom a und £. 
Uber die Eigenschaften dieser Substanzen im Vergleich mit den pro- 
digiosinéhnlichen Farbstoffen unserer Versuche orientiert Tab. 2. Da- 
nach ist es wahrscheinlich, daB die Lipoactinochrome a und f zu den 
prodigiosinaéhnlichen Farbstoffen zu zahlen sind. Die in Alkohol zuriick- 
bleibenden Farbstoffe erhielten von KriB den Namen Lipoactinochrom 
A und y, sie éndern ihre Farbe mit Alkali nicht. Entsprechende Farb- 
stoffe traten bei der Aufarbeitung unserer Kulturen gleichfalls auf. Sic 
wurden bisher noch nicht naher untersucht. 

4 J, Kapfhammer u. R. Eck, diese Z. 170, 294 [1927]. 

‘2 R. Lieske, Morphologie und Biologie der Strahlenpilze [1921]. 

‘3 A. E. KriB, Microbiol. [russ. Mikrobiologija] 5,.607 [1936]. 
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Farbe Absorption in 
sauer | alk. Cs, 


Name 





Lipoactinochrom & aus roten Ac. Stémmen (K rib) rot gelb 560—535 my 
510—497 mp 
Lipoactinochrom B aus orangefarben. Ac. Stimmen rot gelb 560—540 mu 
(K ri B) 525—500 my 
490—480 my 
Farbstoff aus Ae. Stamm 418 gelb 550 my 
510 my 


Farbstoff aus Ac. Stamm 348 gelb 545 my 
510 mp 




















Tab. 2. Vergleich der Eigenschaften der KriB’schen Farbstoffe mit denjenigen 
der vorliegenden Arbeit. 


Beschreibung der Versuche 


Als KulturgefaBe dienten rechteckige Spezialkolben der Firma Schott 
(P-Kolben), deren an der Schmalseite befindlicher Einfilltubus mit Watte steril 
verschlossen wurde. Die Kolben wurden mit je 1 / Kulturfliissigkeit beschickt, 
bei 1,5—2 Atm. ungefaihr 15 Min. im Autoklaven sterilisiert und nach dem Er- 
kalten mit Sporenmaterial beimpft. Schichthéhe im Kolben etwa 2 cm, Tempe- 
ratur des Brutraumes zwischen 25 und 30°. Dauer der Bebriitung 25—30 Tage. 
Kulturlésung fiir den Stamm 1 (nach Angaben von Pini): 

% % 
Glycerin 2 CaCO, 0,001 
Glykokoll 0,05 FeSO, 0,001 


K,HPO, 0,1 MgSO, 0.005 
NaCl 0,2 Weizenkleie-Extrakt 10 


Das rotblaue Mycel wurde abfiltriert und bei 60° getrocknet. Aus ungefihr 40 / 
Kulturfliissigkeit wurden ungefaihr 50 g trockenes Mycel erhalten. Das Mycel 
wurde mit heiBem Butanol ausgezogen, bis sich kaum noch roter Farbstoff léste. 
Ungefaihr 25 g Mycel waren butanolunléslich, sie enthielten die Hauptmenge 
des Actinorhodins. Aus den butanolischen Lésungen fielen beim Erkalten in 
weiBen bis braunroten Drusen, fettihnliche Substanzen, aus. Das Butanol wurde 
im Vakuum bei 60° abdestilliert, der Riickstand war nur teilweise in Benzol 
léslich. Das Chromatogramm der tiefroten benzolischen Lésung an Al,0, (stand. 
n. Brockmann) ergab als Vorlauf ungefahr 8,2 g eines farblosen fettigen Oles, 
das bald erstarrte. Die Gesamtmenge an fettihnlichen Substanzen betrug un- 
gefihr 11,6 g. Die hochrote Zone des Farbstoffes wurde mechanisch abgetrennt 
und sofort mit Methanol eluiert. Das gelbgefirbte Eluat (ungefihr 100 mg) 
wurde mit methanolischer Kalilauge versetzt und 60 Min. zum Sieden erhitzt. 
Nach Abtrennung der Lauge und Trocknung der benzolischen Lésung wurde 
erneut chromatographiert. Die hochrote Farbstoff-Fraktion ergab nach dem 
Abdestillieren des Lésungsmittels ungefihr 5 mg eines gelbroten Lackes. Dic 
alkoholische Lésung dieses Lackes gab die fiir Prodigiosin typischen Reaktionen: 
Violettfarbung mit Perchlorséure unter Bildung eines kristallisierten Farbsalzes. 
Bei Zusatz von Zinkchlorid trat lebhafte Fluoreszenz im UV-Licht ein. Absorp 
tionsspektrum des Farbstoffperchlorats: Abb. 1. 
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Kulturlésung fiir Stamm 348 


9 
%o 
Glycerin 2 CaCO, Spuren 
Glykokoll 0,25 MgSO, i 
NaCl 0,1 FeSO, a 
K,HPO, 0,1 ZnCl, 3 
py-Wert der Lésung nach dem Sterilisieren zwischen 6,5 und 7,2. Dauer der 
Bebriitung 22 Tage. 

Zur Zerstérung der Zellsubstanz und Freisetzung des Farbstoffes wurden 
19,5 g hochrotes getrocknetes Mycel aus 5 Kolben 4 Stdn. mit 2-n. Salzsaure 
unter RiickfluB gekocht. Die Salzsiurelésung wurde abgesaugt und verworfen, 
der Riickstand nach Trocknung bei 60° im Soxhlet im Vakuum mit salzsaure- 
haltigem Butanol erschépfend extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden im 
Vakuum bei 60° eingeengt. Riickstand 5,6 g, davon 4,3 g in Benzol ldslich. 
Jhromatogramm an Al,O, (stand.): Gelber Vorlauf (2,4 g), hochrote Farbstoff- 
zone, schmutzig braune Zone, violette Zone. Aus der Farbstoffzone wurden 
140 mg eines rotgelben Lackes erhalten, die in 95-proz. Athanol gelést und mit 
3,5 ccm 5-proz. Perchlorsiure gefallt wurden. Rohes Farbstoffperchlorat: 35 mg 
vom Schmp. 211° Absorptionsspektrum s. Abb. 2. 

Kulturlésung und Bebriitung von Stamm 418 erfolgte wie bei Stamm 348, 
Die gleiche Aufarbeitungsmethode bei 26,5 g Mycel des Stammes 418 ergab 
8,2 g benzollésliche Teile. Davon waren 7,2 Vorlauféle. Es wurdem 280 mg 
eines rotgelben Lackes isoliert, der in 20 ccm Athanol gelést und mit 4,5 cem 
5-proz. Perchlorséiure ausgefallt wurde. Rohes Farbstoffperchlorat: 210 mg. 
Schmelzpunkt nach Reinigung iiber die freie Farbbase, erneuter Ausfillung und 
Umkristallisation 224°. 

Absorptionsspektrum siehe Abb. 2. 

Ergebnis der Elementaranalyse: 

Prodigiosinperchlorat 
C.,5H»,ON, + HCIO,. Ber. C 56,64, H 6,19, N 9,92. 
Prodigiosinperchlorat + 5 CH, 
C,;H;,0N, + HCIO,. Ber. C 60,78, H 7,35, N 8,51. 
Gef. C 61,06, H 7,44, N 8,51. 

Die Darstellung des Prodigiosinperchlorats erfolgte im wesentlichen nach 
den Angaben Wredes. Der Agarkulturboden wurde wegen der Schwierigkeit 
der Beschaffung von gekérnter Fleischbriihe (Maggi) etwas variiert'. 

1,5% Probazit 15% Agar-Agar 

0,5% Glycerin mit 5-proz. Natronlauge 

0,5% Pepton auf py7 gebracht. 
Nach Wrede soll der Ertrag von 2 qm ungefihr 400 mg Farbstoffhydrochlorid 
betragen. Wir erhielten aus 4000 cm? ungefiihr 40 mg Farbstoffperchlorat. 
Schmp. 224°, Absorptionsspektrum s. Abb. 1. 

Ergebnis der Elementaranalyse: 

Prodigiosinperchlorat 

CopH,;ON, + HClO,. Ber. C 56,64, H 6,19, N 9,92, Cl 8,37. 

Gef. C 57,29, H 6,30, N 9,62, Cl 9,76. 


' Nach Angaben von Frl. Fitchtbauer, Institut fitr Mikrobiologie, Got- 
tingen. : 
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Die zeitliche Verfolgung der entstandenen Farbstoffmengen bei Stamm | erfolgte 
in Ansitzen von je 50ccm Kulturlésung in 200ccm Erlenmeyerkolben. Von 
40 Kolben wurden nach den ersten Tagen der Bebriitung die schlecht bewach- 
senen ausgeschieden und mit etwa 30 Kolben die Untersuchung durchgefiihrt. 
Die Kulturlésung war einmal die oben erwihnte, zum anderen bestand sie aus 
1,5% Gelatinehydrolysat, 0,5% Glucose, 0,06% MgSQ,. 

Es wurden stets die Mittelwerte aus den Bestimmungen zweier Kolben ein- 
getragen. Die Kulturlésung samt Mycel wurde mit 10 ccm 2-n. Natronlauge 
1 Stde. vorbehandelt, dann mit 20 cem Methanol versetzt und durchgeschiittelt. 
Der prodigiosinahnliche Farbstoff fand sich danach in der butanolischen Lésung, 
die angesiiuert und getrocknet wurde. Mit dem Filter 530 mu konnte im Duboscq- 
Hellige-Kolorimeter durch Vergleich mit einer Farbstofflésung bekannten Ge- 
haltes die Menge an Farbstoff bequem bestimmt werden. 

Hrn. Prof. Brockmann bin ich fiir sein férderndes Interesse zu Dank 


verpflichtet. 
Frl. Dehms und Fri, Olfermann danke ich fiir die geschickte Unter- 


stiitzung bei der Durchfiihrung der Versuche. 


Die quantitative Bestimmung des Leucins in Eiwei8hydrolysaten 
Von 
Dieter Miiting 
Aus der Medizinischen Universitatsklinik und Poliklinik Greifswald 
(Direktor: Prof. Dr. G. Katsch) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Marz 1949) 


Durch die in der Kriegs- und Nachkriegszeit gehauft aufgetretenen 
RiweiBmangelschaden hat die Analyse der Aminosaduren an Bedeutung 
gewonnen. Hierbei ist fiir die Klinik besonders die Kenntnis der soge- 
nannten lebenswichtigen exogenen Aminoséuren wichtig. Unter ihnen 
nimmt Leucin mit seinen Isomeren mit etwa 20—30% des mensch- 
lichen SerumeiweiBes eine fiihrende Stellung ein. Eine befriedigende 
direkte und technisch auch in der Klinik durchfiihrbare quantitative 
Bestimmungsmethode dieser Aminosaure fehlte bis jetzt. Turba und 
v. Schrader-Beielstein gaben kiirzlich eine chromatographische 
quantitative Bestimmungsmethode der homologen Monoaminomono- 
carbonséuren an', die aber fiir’ klinische Reihenuntersuchungen zu 


kompliziert ist. 
Prinzip 

EiweiBhydrolysat wird nach Abderhalden und Schmitz? mit 
CuCO, in der Siedehitze behandelt. Aus dem Filtrat scheidet siedend 
heiBe Cu-Acetatlésung spezifisch Leucinkupfer ab, das jodometrisch 


' Naturwiss. 1947, 57. 
* Diese Z. 168, 94 11927]. 
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bestimmt wird*. Von den zur Verfiigung stehenden Aminosauren gaben 
Alanin, Asparaginséure, Glutaminsaéure, Glykokoll, Histidin, Cystin, 
Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan, Lysin, Threonin, Arginin, Methio. 
nin, Valin und Isoleucin diese Reaktion nicht. Reines Leucin und zu 
Hydrolysaten zugegebenes wurde nach dieser Methode mit einer Ge. 
nauigkeit von 2 + 1% bestimmt; bei Probeanalysen mit dem Unter. 
sucher nicht bekannt gegebenem Gehalt wurden 99,5% des hineinge. 
gebenen Leucins wiedergefunden. 


Arbeitsgang 

1 bis 2ccm EiweiBhydrolysat werden mit Natriumcarbonat neutralisiert, 
20 mg Kupfercarbonat zugegeben; das Ganze wird 15 Min. gekocht, heiB filtriert 
und sorgfaltig mit heiBem Wasser gewaschen. Das Filtrat enthalt die gelésten 
Aminosduren und Aminosauren-Kupfersalze, das Filter den Rest Kupfercarbonat. 

AnschlieBend wird das Filtrat 20 Min. auf Eis gekiihlt und erneut filtriert. 
Im Filter befinden sich jetzt die Kupfersalze der iibrigen Aminoséuren, im 
Filtrat das Leucin. 

Zu diesem zweiten Filtrat gibt man 5ccm einer 20-proz. Kupferacetat- 
lésung und 3 ccm 3-proz. Essigsiure. kocht 15 Min., fallt anschlieBend mit 5 cem 
absol. Methyl- oder Athylalkohol, kiihlt 20 Min. auf Eis und filtriert. Dieses 
dritte Filtrat enthalt den Rest Kupferacetat, das Filter Leucin-Kupfer. 

Das Filter wird sorgfaltig mit verd. Schwefelsiure gewaschen und sein 
Kupfergehalt jodometrisch bestimmt. Dabei entspricht 1 cem n/50-Natrium. 
thiosulfatlésung 5,24 mg Leucin. 

Die mit dieser Methode gefundenen Leucinwerte im menschlichen Serum- 
eiweiB stimmen mit den in der Literatur angegebenen iiberein. 

Hrn. Dr. Hartmann vom Physiologischen Institut der Universitit Greifs- 
wald danke ich sehr fiir die freundliche Kontrolle der Untersuchungsergebnisse. 


Die quantitative Bestimmung des Methionins in Eiwei8hydrolysaten 
und im Serum 


Vou 
Dieter Miiting 
Aus der Medizinischen Universitatsklinik und Poliklinik Greifswald 


(Direktor: Professor Dr. G. Katsch 


(Der Schriftreitung zugegangen am 25. Miirz 1949) 


Methionin liefert mit Oxydationsmitteln ein Sulfoxyd, das bei Ab- 
wesenheit von Katalysatoren stets das Endprodukt der Wasserstoff- 
superoxyd-Einwirkung ist. Auf dieser Tatsache bauten Kolb und 
Ténnies! eine quantitative Methode zur Methioninbestimmung in Pro- 


3 Léslichkeitsverhaltnisse siche Hammarsten, Chem. Physiologie, Berg. 


mann 1926. 
1 Ind. Engng. Chem. Analyt. Edit. 12, 723 [19401. 
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teinen aut. Durch Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd in Gegenwart 
von Molybdat als Katalysator wird nicht das Sulfoxyd, sondern das 
Sulfon das Endglied der Oxydation; die Reaktion schieBt also iiber das 
iibliche Ziel hinaus. Wegen der im Vergleich zum Methionin praktisch 
zu vernachlassigenden Sauerstoffaufnahmegeschwindigkeit des Cystins 
kann Methionin auch in dessen Gegenwart bestimmt werden. Kolb 
und Ténnies, deren Arbeit mir nur aus einem kurzen Referat zugang- 
lich war, lieBen auf 100 mg Protein 10 cem 0,08-m. H,O, in 1-m. Per- 
chlorséure 4—5 Stdn. mit 20 ccm einer Lésung von 0,005-m. KJ und 
0,001-m. Ammoniummolybdat in einem verschlossenen Kolben ein- 
wirken und titrierten das freigewordene Jod mit Natriumthiosulfat. Sie 
beobachteten dabei eine Fehlerbreite von + 0,1%, fanden aber im 
Gegensatz zu Ténnies und Callan? das Verfahren in Gegenwart von 
Tryptophan, Cystin und Cystein nicht anwendbar. 


Es wurde zur Aufgabe gestellt, aus diesen kurzen Angaben eine fiir 
klinische Reihenuntersuchungen brauchbare Mikromethode zu _ ent- 
wickeln. Durch Kontrollversuche wurde festgestellt, daB sofortiges Ver- 
schlieBen der Perchlorséure-Wasserstoffsuperoxyd-Mischung nach Ent- 
nahme bei anschlieBender Weiterverarbeitung der Proteine unter immer 
gleichen Bedingungen eine 5-stdg. Einwirkung der Perchlorsaure- 
Wasserstoffsuperoxyd-Mischung im geschlossenen Kolben eriibrigt. 
Gleichzeitig wurde die Menge der Reagenzien stark vermindert. Trypto- 
phan, Cystin und Cystein beeinfluBten bei dieser Arbeitsweise das Er- 
gebnis nicht. Die Methode wurde erstmalig auch auf unhydrolysiertes 
Serum angewandt. Bei 25 Untersuchungen im Hydrolysat und Serum 
konnten iibereinstimmende Werte mit einer Fehlerbreite von + 2% 
gewonnen werden. Zu Hydrolysat und Serum zugegebene Methionin- 
mengen wurden mit einer Fehlerbreite von + 2% bestimmt, wahrend 
bei Probeanalysen mit dem Untersucher nicht bekannt gegebenen Ge- 
halt 98,59 Methionin wiedergefunden wurden. 


Arbeitsgang 

Reagenzien: 1. 0,08-m. Wasserstoffsuperoxyd in 1-m. Perchlorsiure. 
2. 0,005-m. Kaliumjodid. 3. 0,001-m. Ammoniummolybdat. 4. 1-proz. Stirke- 
lésung in physiologischer Kochsalzlésung. 5. »/50-Natriumthiosulfat. 6. Me- 
thioninstandard. 

0,1—1 cem Serum oder EiweiShydrolysat werden mit Aqua dest. auf 5 ccm 
aufgefiillt, 1 com der Wasserstoffsuperoxyd-Perchlorséure dazugegeben, gut ge- 
schiittelt mit 10 cem der Kaliumjodid-Ammoniummolybdat-Lésung zu gleichen 
Teilen versetzt, 10 Tropfen der Starkelésung dazugegeben und mit n/50-Natrium- 
thiosulfat titriert. Es wird mit einer entsprechend angelegten Eichkurve ver- 
glichen. Es empfiehlt sich, bei jeder Versuchsreihe einen Leerversuch einzu- 
schalten. Die dabei verbrauchte Natriumthiosulfatmenge steht in umgekehrtem 
Verhaltnis zu dem gefundenen Methioninwert. Die gefundenen Methioninwerte 


+ J. biol. Chemistry 129, 481 [1939], zit. nach Chem. Zbl. 1940 I, 1490. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 284 18 
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im menschlichen Serum entsprechen denen mit der iiblichen Baernsteinschen* 
Methode gewonnenen. 

_ Der Knoll A.-G., Ludwigshafen. danke ich auch hier fir die freundlicho 
Uberlassung von Methionin. 


Uber das Verhiltnis von ,,direktem zu ,,indirektem“ Bilirubin 
93 


Von 
Ulrich Westphal und Peter Gedigk . 
Aus dem Chemischen Laboratorium der Medizinischen Universitaétsklinik Tiibingen 


(Direktor: Prof. Dr. H. Bennhold) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Mai 1949) 


In einer friiheren Mitteilung! wurde ausgefiihrt, daB das in pztho- 
iogischen Fallen auftretende sogenannte ,,direkte‘‘ Bilirubin in einer 
Weise an das Serumeiwei8 gebunden ist, die eine Reaktion mit der 
zum Nachweis benutzten diazotierten Sulfanilsiure gestattet, ohne daB 
das Bilirubin vom Protein abgelést zu werden braucht. Die Kupplung 
findet im EiweiBverband statt. Durch Verainderung des Reaktions- 
milieus lieB die Nachweisreaktion eine gewisse Verschiebung in dem 
relativen Verhaltnis von direktem zu indirektem Bilirubin in Erschei- 
nung treten; bei Verdiinnung des ikterischen Serums oder bei Erhéhung 
der Kochsalzkonzentration nahm der Wert fiir das direkt reagierende 
Bilirubin relativ zu. Diese Befunde kénnen so gedeutet werden, da in 
dem veranderten Milieu die Bedingungen fiir die ,,direkte‘‘ Kupplungs- 
reaktion giinstiger werden, so daf dieser Anteil héher gefunden wird. 


Die vorliegenden Untersuchungen galten der Frage, wie weit es 
durch andere Eingriffe gelingt, eine tatsichliche Vermehrung der ,,di- 
rekten‘‘ Form des Bilirubins zu erzielen. Ist die Menge dieses in so cha- 
rakteristischer Weise an Eiweifs gebundenen Farbstoffs durch die Héhe 
des Bilirubinspiegels oder durch die Quantitat eines oder mehrerer 
spezieller Proteine begrenzt, die in den genannten pathologischen Seren 
vorkommen und allein zu dieser spezifischen Bindungsart befahigt sind ? 


Da bekannt ist, daB das gleiche Gallenfarbstoffmolekil im ,,direk- 
ten“ und ,,indirekten‘t Bilirubin vorliegt!, wurde untersucht, welchen 
EinfluB die Zugabe von reinem, kristallisiertem Bilirubin* in vitro zu 
normalem und ikterischem Serum auf die absolute Menge des ,,direkt“ 
gebundenen Farbstoffs hat (Tab. 1 u. 2). Zu den einzelnen Seren wurde 


* Baernstein, J. biol. Chemistry 97. 663 [1932]; 106. 451 ©1934]; 115. 25. 
33 [1936]. 
1 Ulrich Westphal u. Peter Gedigk, H. S. 283, 161 [1948]. 
*) Fiir alle Versuche dieser Arbeit wurde Bilirubin ,,Homburg“ verwendet, 
das nach Anm. ' gereinigt wurde. 





als 


Tu 





5 








1949) 
chen * 


liicho 


in 


gen 


 tho- 
einer 
t der 
e daB 
plung 
tions- 
. dem 
schei- 
dhung 
srende 
1aB in 
lungs- 
wird. 
yeit es 
ar ,,di- 
o cha- 
> Hohe 
‘hrerer 
Seren 
5 sind ¢ 
,direk- 
elchen 
itro zu 
lirekt“ 
wurde 


115. 25. 


wendet, 


Bd. 284 (1949) Direktes und indirektes Bilirubin 275: 


nach Méglichkeit eine Reihe von Zusatzen in verschiedener Héhe ge- 
macht; die Bilirubinspiegel lagen danach zwischen 10 und 320mg%, 


als Endkonzentration fiir das durch den Zusatz auf 4:5 verdiinnte 


Tab. 1. Zusatz von Bilirubin zu bilirubin-normalen Seren. 





im 4:5 verdiinnten Serum 





im mr or 
Se Nativ-| ohne 
a Diagnose | Serum | Zusatz ; ee 
rum ” (um- mit Zusatzen von Bilirubin 
ger.) 











obere Zeile stets: gesamtes Bilirubin in mg% 
untere Zeile stets: direktes Bilirubin in mg% 


> 0 





Mi. | KHssentielle 0,8 0,6 26,4) 
Hypertonie 0,0 0,0 0,0} 


Ki. | Essentielle 0,5 0,4 49,2 
Hypertonie 0,0 0,0 3,4 


fi. Kssentielle 0,5 0,4 49,€| 95,6 * 
Hypertonie 00 0,0 1,3) 1,5 


Au. | Hypertonie 0,5 0,4 10,€} 20,5 34,4 41,7 49,6] 66,1) 69,1 


0,0 | 6,0 0,5, 0,2 | 1,2 1,0 0,23] 1,5) 1,2 
Wi.| Tbe. pulm 0,4 | 0,3 | 153,7} 200,0 ** | 240,0 ** | 320,0 ** 
Tabes dors 0,0 0,0 0,8]. 1,5 1.7 1,5 


He Hypertonie 0,9 0,7 49,5 

0,0 0,0 0,5 

Sp. |Muskelrheuma} 0,5 0,4 60,1} 87,9 95,6 116,0 126,0) 126,60} 132,0 
Neoplasma ? 0,0 0,0 1,7) 1,5 1,2 2.7 a 1,5) 2,8 

We. Nephrose 0,5 0,4 i ‘ 

0,0 0,0 1,1) 1.2 









































Ri. Nephrose 0,6 0,5 | 16,7 65,2 .| 76,5 
0,0 0,0 0,4) 0.6 0,7 0,8 
3-proz. Lésung von a si 25,6] 48,0 98,7 
Humanalbumin *** = = 0,9) + =1,0 0,8 
in 0,6-proz. NaCl- 
Lés. 





* Kine elektrophoretische Aufnahme dieses Serums findet ‘sich in einer folgenden 
Arbeit 2, Abb. 1. 

** Aus dem Zusatz berechnet. Bei der héchsten Konzentration von 320 mg-% wurde 
Flockenbildung beobachtet, die auf ein Ausfallen des Bilirubins schlieBen laBt. 

*** Hrn. Dr. H. Schultze, Behring-Werke, Marburg/Lahn, danken wir bestens fir 
die Uberlassung des reinen menschlichen Serumalbumins in Ampullen. Die elektro- 
phoretische Untersuchung durch Hrn. Dr. H. Ot t in unserem Laboratorium ergab, 
da& etwa 1,4% B-Globulin in dem Priiparat vorlag. 

*U.Westphal H Ott und P. Gedizk  erscheint in dieser Zeitschrift, 


18” 
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Serum verechnét. In jedem so kiinstlich bilirubinreich gemachten Serum 
wurde nun die Menge des ,,direkten“ und ,,indirekten“, d. h, gesamten 
Farbstoffes unter den stets gleichen, friiher beschriebenen Bedingungen? 
ermittelt. Wenn auf Vermeidung einer Oxydation des in den Bilirubin- 
zusatzlésungen eiweiBfrei vorliegenden Farbstoffes durch den Luftsauer- 
stoff geachtet wurde, stimmten die analytisch festgestellten Werte fiir 
das Gesamtbilirubin jeweils genau mit der Summe des urspriinglich in 
dem betreffenden Serum vorhandenen und des kiinstlich zugefiigten 
iiberein. 

Tab. 1 zeigt die Ergebnisse fiir die Seren mit normalem Bilirubin. 
gehalt, bei denen im urspriinglichen Zustand kein direktes Bilirubin 
nachweisbar ist. Fast alle Seren zeigen nach Zugabe von Bilirubin einen 
sehr kleinen Anteil davon ,,direkt‘t reagierend. Diese Menge ist im Ver- 
haltnis zum insgesamt vorhandenen Farbstoff fiir die ganze Skala der 
Bilirubinzusaétze konstant, auch wenn der zugegebene Farbstoff zu 
solchen Unterschieden im Bilirubinspiegel wie 10 zu 320 mg-% fiihrt 


Tab. 2. Zusatz von Bilirubin zu ikterischen Seren. Direktes und indirektes 
¥ Bilirubin 





im 4:5 verdiinnten Serum 
im 
Nativ-}| ohne 
Diagnose Jerum | Zusatz 
(um- 
ger.) | 
obere Zeile stets: gesamtes Bilirubin in mg% 
untere Zeile stets: direktes Bilirubin in mg% 





mit Zusétzen von Bilirubin 








Hepatitis epidemica 4,1 3,3 | 54,6* 
0,8 0,6 2,1 


Chronische Hepatitis; 9,1 7,3 1 17,6 
Polyarthritis chronica 4,6 3,7 4,0 


Chronische Hepatitis 10,8 8,6 | 51,4 
4,4 3,5 4,6 


Subakute $1,4 | 25,1 | 35,1 
Leberdystrophie 15,5 12,4 | 12,3 


Hamolytischer 7,8 6,2 | 58,4 



































Ikterus** 2,6 24 Fe | 





* Rine elektrophoretische Aufnahme dieses mit Bilirubin angereicherten Serums findet 
sich in einer folgenden Arbeit?, Abb. 2. 

** Trotz des relativ hohen direkten Bilirubinspiegels klinisch einwandfrei als himoly- 
tischer Ikterus diagnostiziert. T. K. With (diese Z. 278, 130 (1943)) fand ebenfalls bei 
einem hamolytischen Ikterus mehr als die Halfte des Gesamtbilirubins (6,1 mg-%) 
direkt reagierend. - ; 
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(Tab. 1, Serum Au., Wii.). Die Menge des in allen diesen Fallen nach- 
gewiesenen ,,direkten“ Bilirubins ist iibrigens so gering, daB man ein 
derartiges Serum im Rahmen der iiblichen qualitativen klinischen Prii- 
fung auf ,,direktes‘‘ Bilirubin als negativ, oder héchstens ganz schwach 
_positiv ansprechen wiirde; es entsteht bei der quantitativen Bestim- 
mung nicht die typische Rotfarbung, sondern ein mehr rétlich-brauner 
Farbton, dessen Extinktionswert wir jedoch der Ubersichtlichkeit halber 
quantitativ bestimmt und als , direktes‘* Bilirubin angegeben haben. 

Tab, 2 stellt die Befunde an ikterischen Seren dar, Es ergibt sich 
vollig eindeutig, daB die im Nativserum vorhandene Menge des ,,direkt‘ 
gebundenen Bilirubins durch Zusatz dieses Farbstoffes in vitro nicht 
oder nur unwesentlich erhéht werden kann, auch wenn man bis zum 
10-fachen des urspriinglich vorhandenen Gesamtbilirubins zufiigt. Das 
zugesetzte Bilirubin wird praktisch vollstindig in ,,indirekter‘‘ Form 
an das SerumeiweiB gebunden, Die charakteristische Protein-Bilirubin- 
Bindungsform, die fiir die direkte Reaktion verantwortlich ist, wird 
also durch Bilirubinzugabe in vitro nicht beeinfluBt; dies kann so ge- 
deutet werden, daB sie in einer ganz bestimmten Menge im Hepatitis- 
serum vorliegt, die die Starke der ,,direkten‘‘ Reaktion bestimmt. Es 
sei erwihnt, daB diese SchluBfolgerung in Ubereinstimmung steht mit 
dem Befunde von Coolidge*, daf in der Mischung von 2 ikterischen 
Seren, bei denen der Prozentsatz an ,,direktem“ Bilirubin verschieden 
ist, die Menge ,,direkt‘‘ reagierenden Bilirubins genau der Summe des 
in den beiden einzelnen Seren nachweisbaren ,,direkten‘: Bilirubins ent- 
spricht. Demnach ist der Unterschied zwischen ,,direktem“ und ,,in- 
direktem“ Bilirubin nicht durch die Gegenwart eines ,,katalytisch‘ wir- 
kenden Stoffes, sondern strukturell bedingt.— 

Zur Klarung der Frage, in welcher Form injiziertes Bilirubin in 
vivo an die Serumproteine gebunden wird, wurden einige Tierversuche 
an Hund und Kaninchen durchgefiihrt. Sie hatten ein gleichartiges Er- 
gebnis wie die Zusatzexperimente in vitro; das in die Blutbahn einge- 
fiihrte Bilirubin wird vom Organismus praktisch vollstandig in die in- 
direkte Bindung aufgenommen (vgl. Versuchsteil). Auch hier wird bei 
der ,,direkten‘t Probe die schwache rot-braune Farbung beobachtet, die 
bei den Zusatzversuchen in vitro festgestellt und naher beschrieben 
wurde, Der Hundeharn wurde nach der Injektion 3 Tage lang mit nega- 
tivem Ergebnis auf Bilirubin gepriift. 

Von Baumgartel u. Mitarbeitern‘ ist angenommen worden, dab 
die Gallensiuren, die bei Ikterus haufig in vermehrter Menge im Blut 
vorkommen, fiir das Auftreten des ,,direkten‘‘ Bilirubins verantwortlich 
sind, Es wurde daher versucht, durch Zusatz von Cholsaure, Desoxychol- 
séure und Glykocholsaure zu in vitro mit Bilirubin angereichertem 
Serum das in ,,indirekter‘‘ Form gebundene Bilirubin in ,,direkt“ 


3 T. B. Coolidge, J. biol. Chemistry 132, 119 [1940] 
‘Th. Baumgirtel, Med. Klinik 43, 320 [1948]. 
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reagierendes umzuwandeln, Wie im Versuchsteil beschrieben wird, ergab 
sich, daB Zugabe dieser Gallensiuren keine Vermehrung des ,,direkten‘“ 
Bilirubins zur Folge hatte. DaB der Gallensaurespiegel des Blutes nicht 
mit dem Unterschied der Reaktionsformen des Bilirubins im Zusammen- 
hang steht, geht auch aus der Beobachtung von Coolidge? hervor, 
daB zwischen dem Auftreten der direkten Reaktion und der Cholsaure- 
konzentration in ikterischen Seren keinerlei Parallelitiét besteht. Das 
gegen konnte der Befund von Baumgiartel® bestatigt werden, daB der 
in der Gallenfliissigkeit vorliegende Bilirubin ,,direkt‘t reagiert. Dies. 
direkte Reaktion bleibt erhalten, wenn die Duodenalgalle einem noa- 
malen Serum zugesetzt wird. Jedoch lieB sich das durch Zusatz zu 
einem Normalserum in indirekter Form gebundene Bilirubin durch 
Zuzabe von Duodenalgalle nicht in ,,direktes‘' iiberfiihren. Bei allen 
Versuchen mit Galle lag das p, im fertigen Ansatz der direkten Reaktion 
zwischen 3,4 und 3,8. , 


Tab. 3. py-Werte bei verschiedenen Bilirubinbestimmungsmethoden. Als Eich- 
kurve diente wie iiblich die mit Coffeinzusatz ermittelte. 





Serum 1, Serum li, | 
Bestimmungsmethodik fiir |  akute gelbe akute gelbe | 
das Bilirubin Leberdystrophie Leberdystrophie 


img% Bil.| pa* |mg% Bil.| pH* 








Gesamtes, wie iibl.! mit Coffein | 41,8 6,5 22,6 6,5 
Direktes, wie iibl.! mit 0,9% NaCl 11,9; 12,7 3,8 8,5 3,8 
,Direktes“, mit 0,15-n. Na-Acetat | 17,8 5,5 12,3 5,5 


,,Direktes“, mit 0,15-n. Na-Acetat + NaOH | 124 6,4 13,5 64 




















* Die py-Werte wurden mit der Glaselektrode gemessen und abgerundet. 


Das fiir die ,,direkt‘‘ gebundene Form des Bilirubins charakteristi- 
sche Verhalten wurde durch Verfolgen der Wasserstoffionenkonzentra- 
tion bei der Kupplungsreaktion naher gekennzeichnet. Es zeigte sich, 
daB der py-Bereich, in dem die iibliche ,,direkte‘t Reaktion stattfindet, 
bei etwa 3,8—4,1 liegt (Tab. 3). Eine vergleichsweise durchgefiihrte Be- 
stimmung der entsprechenden Kupplung einer wassrigen Bilirubin- 
lésung bei verschiedenen p,,-Werten ergab, da& bei einer so hohen 
Wasserstoffionenkonzentration praktisch iiberhaupt keine Reaktion zwi- 
schen Bilirubin und dem Diazoniumsalz eintritt. Wie Tab. 4 zeigt, 
liefert der Farbstoff in eiweiBfreier, wassriger Lésung erst bei py 5,5 
den roten Azofarbstoff, dessen Menge bei héherem py noch etwas 
weiter zunimmt. Eine gewisse Zunahme wurde iibrigens auch beim ,,di- 
rekten‘‘ Bilirubin der Hepatitiskranken beobachtet (Tab. 3). Der Be- 
fund, daB die direkte Kupplungsreaktion der pathologischen Seren in 
einem p,,-Bereich stattfindet, in dem eine wassrige Bilirubinlésung 
iiberhaupt keine Kupplung zum Azofarbstoff zeigt, unterstreicht die 
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friiher! bewiesene Tatsache, daB die Kupplung bei der direkten Reaktion 
nicht am freien Bilirubin angreift. Die gleiche SchluBfolgerung hat sich 
auch aus dem Versuch ergeben, durch Zusatz von Bilirubin zu einem 
Serum nach Uberschreitung der Bindungskapazitat den Farbstoff in 
direkt nachweisbarer Form zu erhalten: das nicht mehr an EiweiB ge- 
bundene Bilirubin ist nicht imstande, unter den Bedingungen der 
direkten Reaktion um py, 4,0 die Kupplungsreaktion mit dem Dia- 
zoniumsalz einzugehen. ; 


Tab. 4. Bestimmung einer waBrigen Bilirubinlésung bei verschiedenem py. 
Als Eichkurve diente wie iiblich die mit Coffein-Zusatz ermittelte. Durchschnitts- 
werte von 3 Versuchsreihen. 





Bestimmungsmethodik fiir das Bilirubin mg% Bilirubin bei verschiedenem p},* 





Pu 3,4| 4,1] 4.9] 5,2] 5,5] 5,7] 61] 66 
Gesamtes. wie itiblich'! mit Coffein ** 18,0 | 17,3 | 17,8 | 18,7] 17,9 | 17,8 | 17,4 | 18,4 
.,Direktes, mit 0,15-n. Acetat-Puffer 0,5/ 0,3] 0,8] 1,2] 9,0] 11,2 | 10,3 | 11,8 




















* Die py-Werte wurden mit der Glaseiektrode gemessen und abgerundet. 
** Zur Kontrolle des Einflusses der Oxydation durch den Luftsauerstoff wurde das gesamte 
in der Lésung vorhandene Bilirubin fir jeden py-Wert bestimmt. 


Die Menge des in pathologischen Seren mit der von uns verwendeten 
Mcthodik! gefundenen ,,direkten“: Bilirubins betragt meist etwa 25 bis 
% des gesamten vorhandenen Bilirubins. Es wurde der Frage nach- 
gegangen, ob dieser Anteil das wahre Verhaltnis der direkten : indirekten 
Form dieses Gallenfarbstoffes darstellt, d. h. es sollte untersucht werden, 
wie groB die Menge des in der , direkt‘ reagierenden Bindungsform vor. 
liegenden Bilirubins tatsachlich ist. Der Wert des direkten Bilirubins 
wird dadurch gewonnen, daB die unter den Bedingungen der direkten 
Reaktion gemessene Extinktion auf die mit Coffeinzusatz erhaltene 
Kichkurve bezogen wird. Grundsatzlich ware es notwendig, eine eben- 
falls unter den Bedingungen der direkten Reaktion gewonnene Eich- 
kurve zu benutzen. Aus dem oben Dargestellten ergibt sich, daB dies 
nicht méglich ist, da man Bilirubinlésungen mit einem bekannten Ge- 
halt des in der spezifischen ,,direkten‘‘ Eiwei®bindung vorliegenden 
Farbstoffes nicht herstellen kann. 

Um jedoch gewisse Anhaltspunkte zu erhalten, wurde der EinfluB 
der iibrigen, bei der ,,direkten‘t Bestimmung verwendeten Bedingungen 
gegeniiber den fiir das gesamte Bilirubin benutzten gepriift. Es zeigte 
sich, daB eine wassrige Bilirubinlésung bei der Diazo-Reaktion ohne 
Zusatz von Coffein nur ungefahr die halbe Extinktion liefert wie mit 
Coffein; das py, war in beiden Fallen 6,6 (Lyphanpapier). Beide Reak- 
tionsansitze zeigten innerhalb 5 Stunden keine wesentliche Anderung 
der Farbtiefe. Dieser Einflu8 des Coffeins diirfte auf einer Begiinstigung 
der Kupplungsreaktion beruhen, denn der Extinktionswert des aus 
Bilirubin gebildeten Azofarbstoffes wurde durch Coffein nicht erhdht. 
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Dies wurde einerseits an einem eiweiffreien Diazotierungsansata beob- 
achtet, der 11 Tage bei Zimmertemperatur im Tageslicht gestanden 
hatte und der infolgedessen kein freies Bilirubin mehr enthielt 5. das 
mit dem auch nach dieser Zeit noch nachweisbaren Diazoniumsalz unter 
dem begiinstigenden EinfluB des Coffeins hatte reagieren k6énnen. 
Andererseits wurde der aus reinem Bilirubin gebildete Azofarbstoff der 
wassrigen Lésung mit Butanol entzogen, die Butanolphase kurz mit 
Wasser gewaschen und der Farbstoff dann wieder in wassrige Lésung 
iiberfiihrt. Hierdurch wurde das iiberschiissige Diazoniumsalz entfernt. 
Der auf diese Weise gereinigte Farbstoff zeigte mit Coffein keine Er- 
héhung seines Extinktionswertes; es ergab sich im Gegenteil ebenso wie 
in dem vorher beschriebenen Versuch eine geringe Farbaufhellung, die 
moglicherweise mit der zu beobachtenden geringen qualitativen Ver- 
anderung des Farbwertes in Zusammenhang steht. 


Tab. 5 








| Hund Kaninchen 1 | Kaninchen 2 


vor Injektion 
gesamtes Bilirubin in mg% 0,8 0,4 
direktes Bilirubin 0,0 

3 Min. nach Injektion 
gesamtes Bilirubin in mg% 14,5 
direktes Bilirubin 1,4* 

60 Min. nach Injektion 
gesamtes Bilirubin in mg% 5,0 
direktes Bilirubin 1,1* 

6 Stdn. nach Injektion 
gesamtes Bilirubin in mg% 1,4 
direktes Bilirubin | 1,0* 























* Vgl. dazu das in der Diskussion zur Tab. 1 Gesagte. 


Zusatz von Serum setzt die Farbstarke des aus Bilirubin gebildeten 
Azofarbstoffes herab, wie es auch fiir andere saure Farbstoffe bekannt 
ist*. Im Versuchsteil ist dargestellt, da8 durch Serumzusatz die Ex- 
tinktion des ,,Azobilirubins‘‘ um ungefahr 10% erniedrigt wird. Alle 
diese Befunde sprechen dafiir, da der Anteil des ,,direkten‘* Bilirubins 
im Serum eines Ikteruspatienten tatsaichlich betrachtlich gr6Ber ist,als 
unsere Analyse ergibt. Genaue Werte sind indessen nicht anzugeben, 
da unbekannt ist, welchen Einflu& die spezielle EiweiBbindung auf die 
Farbstoffbildung bei der ,,direkten‘‘ Reaktion ausibt. 


* R. Sivé u. E. Forrai, Biochem. Z. 189, 168 [1927]. 
® TI. M. Klotz, F. M. Walker u. R. B. Pivan, J. Amer. chem. Soc. 68, 
146, 2299 [1946]; vg]. U. Westphal, P. Gedigk u. F. Meyer, diese Z. im Druck. 
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Tab. 6 


Zusatz von | Zusatz von 


Kontroll- | Zusatz von : 
Serum Cholsiure | Desoxyehol- (ilykochol- 
séure saure 








Gesamtes Bilirubin in mg% 45,7 45,7 45,7 
Direktes Bilirubin in mg% 0,6 0,6 0,6 
Gesamtes Bilirubin in mg% 53,6 53,6 - 
Direktes Bilirubin in mg% 0,3 0,5 _ 























Beschreibung der Versuche 


1. Zusatz von Bilirubin zu Seren in vitro. 


Durch Auflésen von gereinigtem’, kristallisiertem Bilirubin ,,Homburg‘ 
in n/10-Natronlauge wurden jeweils unmittelbar fiir den Zusatzversuch Stamm- 
lésungen von 0,5, 1,0, 1,5 und 2,0% hergestellt. Je nach der gewiinschten Kon- 
zentration wurden 0,05—0,40 ccm dieser Lésungen zu 2,00 cem Serum gegeben 
und das Volumen dann mit der der zugefiigten Natronlauge iiquivalenten Menge 
einer entsprechend verdiinnten Salzsiure auf 2,50 ccm erginzt. Als Verdiin- 
nungsmittel diente physiologische Kochsalzlésung. Die Bilirubinkonzentrationen 
in den auf diese Weise kiinstlich mit dem Farbstoff angereicherten Seren gelten 
jeweils fir das im Verhialtnis 4: 5 verdiinnte Serum. 


. 


2. Bestimmung einer waBrigen Bilirubinlésung bei verschie- 
denem py. 

Durch Umkristallisieren gereinigtes' Bilirubin ,,Homburg’ wurde zu 
20 mg-% in n/10-Natronlauge gelést. Je 2,0ccm dieser Stammlésung wurden 
mit 7,0ccm Acetatpuffer und 1,0 ccm des Diazogemisches nach Jendrassik 
und Gréf (vgl. ') versetzt. Der Acetatpuffer war 0,15-n. und wurde in seiner 
Zusammensetzung so variiert, daB die endgiiltigen Reaktionsgemische die in 
Tab. 4 angegebenen py-Werte besaBen. 


3. Tierversuche. 


500 mg des in iiblicher Weise in Soda gelésten Bilirubins (,,Homburg“ 
zur Leberfunktionspriifung) wurden einem 21 kg schweren weiblichen Hund i. v. 
injiziert. Entsprechend erhielten 2 weibliche Kaninchen im Gewicht von je 3 kg 
je 200 mg Bilirubin intracardial; bei Kaninchen 2 gelangte nur ein Teil des 
Bilirubins in die Blutbahn. Es ergaben sich die in Tab. 5 zusammengestellten 
Werte fiir ,,direktes‘‘ und ,,indirektes“ Bilirubin. 


4. Versuche mit Zusatz von Gallensauren. 


2,0 cem Serum wurden jeweils mit 0,15 ccm einer 0,865-proz. Lésung von 
teinem, kristallisiertem Bilirubin in n/10-Natronlauge, 0,15 ccm n/10-Salzsiure 
und 0,2 cem einer 200 mg-proz. alkalisch-wiBrigen Lésung verschiedener Gallen- 
siurem versetzt. Die Endkonzentration an Gallensdure betrug jeweils 16 mg%. 
Fine evtl. p,-Anderung wurde durch Zusatz von n/10-Salzsiure ausgeglichen. 
Die mit verschiedenen Gallensiuren durchgefiihrten Versuche lieferten die in 
Tab. 6 zusammengestellten Werte fiir gesamtes und direktes Bilirubin. 
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5. Einfliisse bei der,,direkten* Bilirubinbestimmung, 
a) Einflu8.des Coffeins auf die Bildung des Azofarbstoffes. 


2,0 cem einer 15 mg-Bilirubinlésung in /10-Natronlauge wurden einerseits 
mit 7,0 cem der Coffein-Benzoat-Acetatmischung nach Jendrassik u. Gréf’, 
andererseits mit 7,0 ccm einer 12,5-proz. Natriumacetatlésung versetzt und durch 
Zugabe von 1,0cem Diazogemisch gekuppelt. Es ergab sich in dem Coffein- 
Ansatz ein Wert von 12,7 mg%, in dem coffeinfreien Reaktionsgemisch ein 
solcher von 6,2 mg%. Diese Werte blieben iiber 5 Stdn. praktisch konstant. Das 
Py war in beiden Versuchsansiatzen 6,6 (Lyphanpapier). In einem anderen ent- 
sprechenden Versuch wurden 12,0 gegeniiber 8,8 mg% gefunden. In einem wei- 
teren Versuch wurde eine wiBrige, bei Gegenwart von 12,5-proz. Natrium- 
acetatlésung gekuppelte Bilirubinlésung sofort anschlieBend einerseits mit m/15- 
Phosphatpuffer py 7,7, andererseits mit 12,5-proz. Coffein-Natriumbenzoat- 
Lésung im Verhiltnis 1:5 verdiinnt. Es ergaben sich in 4 derartigen Versuchen 
die folgenden Extinktionswerte (Filter S 53): ‘ 











Verdiinnung mit 1 2 3 4 
Coffein-Natriumbenzoat 0,244 0,248 0,418 0,194 
Phosphatpuffer 0,218 0,209 0,385 0,168 





b) Einflu8 des Coffeins auf den gebildeten Azofarbstoff. 

Eine etwa 20 mg-proz. Bilirubinlésung in n/10-Natronlauge wurde in 
iiblicher Weise bei Gegenwart von 12,5-proz. Natriumacetatlésung oline Coffein- 
zusatz mit diazotierter Sulfanilsiure gekuppelt. Nach 11]-taigigem Stehenlassen 
bei Zimmertemperatur in Tageslicht wurde die tiefrote Lésung im Verhiltnis 
1: 6 einerseits mit 12,5-proz. Natriumacetatlésung, andererseits mit der Coffein- 
Benzoat-Acetatmischung nach Jendrassik u. Gréf? verdiinnt. Die gemessenen 
Extinktionswerte (Filter S 53, Schichtdicke 5 mm) betrugen in der coffeinfreien 
Lésung 0,175 gegeniiber 0,164 in der coffeinhaltigen Mischung. 


Zur Reinigung des aus Bilirubin gebildeten Azofarbstoffes wurden 50 ccm 
einer mit Diazoniumsalz gekuppelten wiBrigen Bilirubinlésung 3-mal mit je 
20 cem Butanol ausgeschiittelt, die Butanolphase einmal mit Wasser gewaschen, 
dies Waschwasser verworfen und ein Tei! des Farbstoffes durch Extrahieren mit 
destilliertem Wasser in dieses iiberfiihrt. Die wiBrige Lésung des Azofarbstoffes 
wurde mit 12,5-proz. Coffeinlésung bzw. destilliertem Wasser im Verhialtnis 
1:5 verdiinnt. In 2 Versuchen wurden in der coffeinfreien Lésung die Extink- 
tionswerte (Filter S 53) 0,380 bzw. 0,169, und in der mit Coffein versetzten 
Mischung 0,367 bzw. 0,153 gefunden. 

c) EinfluB des Serums auf das in wiBriger Lésung gebildete ,,Azobili- 
rubin™. 

2,0 ccm einer Lésung von Bilirubin in n/10-Natronlauge wurden mit 7,0 ccm 
12,5-proz. Natriumacetatlésung und 1,0 ccm Diazogemisch versetzt. Die Lésung 
des Azofarbstoffes wurde einerseits mit m/15-Phosphatpuffer py 7,7 und anderer- 
seits mit frischem menschlichem Mischserum im Verhaltnis 1 : 5 verdiinnt. Es 
ergaben sich in 4 Versuchen die folgenden Extinktionswerte (Filter 8 53): 


7 ZL. Jendrassik u. P. Gréf, Biochem. Z. 297, 81 [1938]. 
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f ! 
Verdiinnung mit 1 2 3 4 | 
Phosphatpuffer 0,218 0,209 0,385 0,168 | 
Mischserum 0,189 0,198 0,371 0.152 
| Prozentuale Abnahme 14% 5% 4%, 9%, 
Zusammenfassung 


1, Beim Zusatz von reinem Bilirubin zu Seren normaler und ikte- 
rischer Personen wird der Gallenfarbstoff fast vollstandig in indirekter 
Form gebunden. 

2. Auch in vivo zeigt das zugefiihrte Bilirubin praktisch nur die 
indirekte Reaktion. 

3. Zusatz von Gallensaéuren 1é8t aus indirektem Bilirubin kein 
direktes entstehen. 

4. Durch genaues Verfolgen der Wasserstoffionenkonzentration bei 
der Kupplungsreaktion wurde der friihere Befund bestitigt, daB die 
direkte Bilirubinreaktion im EiweiBverband erfolgt. 

5. Durch Untersuchung der Einfliisse auf die Farbstoffbildung bei 
der direkten Bilirubinreaktion wurde versucht, die Menge dieser speziel- 
len Bindungsform naher abzugrenzen. 





